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1 Einleitung 
1.1 Klinik der Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome 
1.1.1 Epidemiologie, Risikofaktoren und Stadieneinteilung (TNM und UICC) 
Die Karzinome der Mundhöhle und des Pharynx stehen weltweit mit 6% an 6. Stelle aller 
Krebserkrankungen (Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 1992). Beim Mann stehen diese 
Karzinome sogar mit 7,9% an 4. Stelle der Tumorstatistik gleichauf mit Blasenkrebs nach 
Prostata-, Lungen- und Darmkrebs und bei der Frau mit 3,9% an 9. Stelle (Kastenbauer E, 
Georg Thieme-Verlag 1992; Berrino F et al. 1995).  
In der Inzidenz gibt es ausgeprägte geographische Variationen. In Südasien sind 18% aller 
neuen Krebserkrankungen bösartige Neubildungen der Mundhöhle und des Pharynx, in 
Westeuropa 3,9%, in Nordeuropa 2% und in Japan 1,5% (Kastenbauer E, Georg Thieme-
Verlag 1992).  
90% dieser Malignome sind Plattenepithelkarzinome. Der Rest verteilt sich auf 
Adenokarzinome, adenoid-zystische Karzinome, Non-Hodgkin-Lymphome (5%), Melanome 
und Sarkome (Youssefzadeh S et al., Springer-Verlag 1999).  
Bei Erstdiagnose weisen mehr als ⅔ der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf- 
und Halsbereichs die fortgeschrittenen Tumorstadien III und VI (siehe Stadieneinteilung 
weiter unten) auf (Lang S et al. 2002). Trotz verbesserter chirurgischer Verfahren, der 
Einführung neuer Bestrahlungstechniken und des Einsatzes adjuvanter Chemotherapeutika 
blieb die 5-Jahresüberlebensrate in den letzten 30 Jahren nahezu unverändert schlecht (Inagi 
K et al. 2002).  
Die Mundhöhlenkarzinome treten nach dem 4. Lebensjahrzehnt mit einem Gipfel im 6. und 
die Oropharynxkarzinome nach dem 5. mit einem Gipfel im 7. auf. Bei beiden Karzinomen 
dominiert das männliche Geschlecht (Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 1992).  
Die Mundhöhlenkarzinome zeigen in ihrem Auftreten folgende Verteilung: Unterlippe (38%), 
Zunge (22%), Mundboden (17%), Gingiva (6%), Gaumen (5,5%), Tonsillen (5%), Oberlippe 
(4%), Wangenschleimhaut (2%) und Uvula (0,5%) (Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 
1992).  
Die Plattenepithelkarzinome des Oropharynx sind in 80% der Fälle in den Tonsillen und im 
Zungengrund lokalisiert, weicher Gaumen (13%) und Pharynxrückwand (4-5%). Die 
Tonsillenkarzinome stehen in Deutschland bei den malignen HNO-Tumoren hinter dem 
Larynxkarzinom an 2. Stelle (Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 1992).  
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Als ätiologische Faktoren gelten die chronische Exposition des Plattenepithels zu 
Zigarettenrauch und Alkohol (Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 1992; Brennan JA et al. 
1995; Youssefzadeh S, Springer-Verlag 1999; Lang S et al. 2002). Tabakrauchen 
prädisponiert vor allem zur Karzinomentwicklung im Larynx, zusätzlicher Alkoholkonsum 
überwiegend im Oro- und Hypopharynx sowie in der Mundhöhle (Tuyns AJ et al. 1988). Die 
bei Männern deutlich höhere Tumorinzidenz im Vergleich zu Frauen ist unter anderem auf 
den bei der männlichen Patientenklientel signifikant häufiger beobachteten Alkohol- und 
Tabakkonsum zurückzuführen. Betelnuss- und Tabakkauen sowie der Genuss stark gewürzter 
Speisen gelten als verantwortlich für die hohe Inzidenz der Mundhöhlenkarzinome in 
Südostasien.  
Als weitere ätiologische Faktoren werden die Einwirkung toxischer Substanzen, Zustand nach 
Strahlentherapie, Immunsuppression, Vitamin-A Mangel und die Kombination schlechte 
Ernährung und Alkoholgenuss gesehen. Bei Patienten mit Lippenkarzinom zudem noch die 
Sonneneinstrahlung. 
Darüber hinaus ist der karzinogene Effekt von RNA (z.B. HIV)- wie auch DNA-Viren (z.B. 
HPV) nachgewiesen  (Youssefzadeh S et al., Springer-Verlag 1999; Rose BR et al. 2000). 
Aktuelle Studien bestätigen ein erhöhtes Risiko für HNSCC durch Humanen Papillomavirus 
Typ 16 und 18. Mehr als 50% der Oropharynxkarzinome, insbesondere die palatinen 
Tonsillenkarzinome und die Zungengrundkarzinome, enthalten onkogene Humane 
Papillomaviren (Gillison ML et al. 2000). In einer neueren Studie wurde gezeigt, dass HPV-
positive Karzinome seltener p53-Mutationen enthielten und dass die Patienten eine höhere 
Überlebensrate haben. 
Als umstrittene ätiologische Faktoren gelten die schlechte Mund- und Zahnhygiene sowie 
mechanische Irritationen, wie z.B. schlecht sitzende drückende Prothesen. Es ist auffällig, 
dass Patienten mit Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinomen überdurchschnittlich häufig 
schlechte Gebissverhältnisse (Karies, Alveolarpyrrhoe, Wurzelspitzengranulome und 
Parodontitis) aufweisen. 
 
Die Stadieneinteilung der Karzinome erfolgt nach dem TNM-System der UICC (Onkologie 
2004/05). Nach diesem gilt: Lippen und Mundhöhle bilden einen eigenen Bezirk und der 
Oropharynx ist ein Unterbezirk des Pharynx. 
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Der Primärtumor wird nach Tumorgröße von Tis (Carcinoma in situ) über T1-T4 eingeteilt. 
   T1: Tumor < 2cm  
   T2: Tumor > 2cm aber < 4cm 
   T3: Tumor > 4cm 
   T4: Infiltration benachbarter Strukturen (Knochen, Muskel, Halsweichteile, Haut, etc.) 
 
Die regionären Lymphknotenmetastasen werden mit der N-Klassifikation, die Fernmetastasen 
mit M1 erfasst. Bei der Einteilung der Lymphknotenmetastasen kann man zwischen der kli-
nischen und der radiologischen Einteilung unterscheiden.  
Klinische Einteilung: 
   N1: Metastase in ipsilateralem solitären LK ≤ 3cm 
   N2a: M in ipsilateralem solitären LK > 3cm, aber < 6cm 
   N2b: Mn in multiplen ipsilateralen LK; keine > 6cm 
   N2c: Mn in bilateralen oder kontrolateralen LK, keine > 6cm 
   N3: M(n) in LK > 6cm 
Radiologische Einteilung (Youssefzadeh S et al, Springer-Verlag 1999): 
   N0: alle unter 1,5 cm Größe 
   N1: einzelner, ipsilateraler, inhomogener bis 1,5 cm großer oder bis 3 cm homogener     
          Lymphknoten 
   N2a: einzelner, ipsilateraler, 3-6 cm großer Lymphknoten 
   N2b: multiple, ipsilaterale, 3-6 cm große Lymphknoten 
   N3a: ipsilaterale über 6 cm große Lymphknoten 
   N3b: bilaterale, inhomogene bis 1,5 cm große oder homogene bis 3 cm große Lymphknoten 
 
Eine weitere mögliche große Klassifizierung (Primärtumor und Lypmphknotenmetastasen) ist 
die klinische Stadiengruppierung (Onkologie 2004/5) von dem Stadium I bis IV, dem aber die 
klassische Einteilung des TNM-Systems der UICC zu Grunde liegt. 
   Stadium I: T1 N0 M0 
   Stadium II : T2 N0 M0 
   Stadium III: T3 N0 M0; T1-3 N1 M0 
   Stadium IVA: T4 N0/1 M0; T1-4 N2 M0 
   Stadium IV B: T1-4 N3 M0 
   Stadium IV C: T1-4 N0-3 M1 
.  
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1.1.2 Diagnostik 
Die Basisdiagnostik umfasst Anamneseerhebung und körperliche Untersuchung. Je nach 
Lokalisation des Befundes erfolgt die Inspektion unter Zuhilfenahme starrer und/oder 
flexibler Optiken.  
Die endoskopische Untersuchung von Pharynx, Larynx und Ösophagus dient der Beurteilung 
des Primärbefundes, der Gewinnung einer repräsentativen Biopsie und zum Ausschluss von 
Zweitkarzinomen,  die mit einer Häufigkeit von 10-15% zum Zeitpunkt der Diagnose und 
25% innerhalb von 5 Jahren nach Diagnose auftreten.  
Zur Beurteilung der Ausbreitung und einer möglichen Invasion benachbarter Strukturen und 
Organe dienen schnittbildgebende Verfahren wie das CT mit Kontrastmittelinjektion und das 
MRT. Die sonographische Untersuchung hat sich international bei der Evaluation des 
Primums nicht gegenüber CT und MRT durchgesetzt (Youssefzadeh S et al., Springer-Verlag 
1999).  
Die Lymphknotenbeurteilung ist für die Tumorprognose der wichtigste Parameter, 
gleichzeitig aber auch der am schwersten zu beurteilende.  
Die zervikalen Lymphknotenstationen sind nach dem American Joint Committee on Cancer 
(Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 1992) zur besseren Vergleichbarkeit von klinischen, 
radiologischen, intraoperativen und pathologischen Befunden nach anatomischen und 
funktionellen Gesichtspunkten in sechs verschiedene Stationen eingeteilt: 
   Region I: submental, submandibulär 
   Region II: obere Jugularis-interna-Gruppe 
   Region III: mittlere Jugularis-interna-Gruppe 
   Region IV: untere Jugularis-interna-Gruppe 
   Region V: hinteres Halsdreieck (supraklavikulär und akzessorisch) 
   Region VI: juxtaviszeral: paratracheal, paralaryngeal, retropharyngeal 
 
Die Aussage über das Vorliegen von Halslymphknotenmetastasen vor der Tumorsanierung ist 
entscheidend für Prognose und Therapie der Patienten. Alle eingesetzten Verfahren 
(Palpation, Ultraschall incl. Duplexsonographie, CT mit Kontrastmittel, MRT und PET) 
weisen jedoch eine Fehlerrate in der Vorhersage auf. Falsch negative Vorhersagen finden sich 
mit bis zu 40% am häufigsten bei der Palpation und mit vergleichbarer Wahrscheinlichkeit 
von 2,5 % bis 10 % bei den anderen Verfahren. Allen Untersuchungen ist es unmöglich 
Mikrometastasen unter 2 mm zu detektieren. 
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Die klinische Palpation führt je nach Lokalisation des Tumors in 8-80% der Fälle zu falsch 
negativen Ergebnissen (Liu M et al. 2003).  
Die Auflösung, der bei der Lymphknotendiagnostik eingesetzten bildgebenden Techniken 
CT, MRT, Ultraschall (mit Feinnadelbiopsie) und nuklearmedizinischen Verfahren ist nicht 
hoch genug, um einen metastatischen Befall in einem reaktiven Lymphknoten verlässlich 
ausschließen zu können (Van den Brekel MWM, Castelijns JA, Springer-Verlag 1999; Merkle 
EM et al. 1999; Liu M et al. 2003). Etwa 40-60% aller klinisch okkulten Metastasen werden 
mit CT und MRT gefunden, wobei die Rate falsch positiver vergleichbar ist (Youssefzadeh S 
et al., Springer-Verlag 1999).  
Auch das cT- und das pT-Stadium läßt keinen sicheren Rückschluss auf mögliche 
Lymphknotenmetastasen zu, da diese bei jeder Tumorgröße von T1 bis T4 auftreten. 
Ein Kritikpunkt am TNM-System ist, dass die individuellen histologischen Eigenschaften 
nicht berücksichtigt werden. Es wird vermutet, dass das Auftreten von 
Lymphknotenmetastasen weniger von der Größe des Tumors als mehr von der Aggressivität 
der Tumorzellen abhängig ist (Bryne M et al. 1998). Obwohl beide, das TNM-Stadium und 
der histopathologische Grad des Karzinoms prädiktiv sind für das Überleben in großen 
Patientengruppen, liefert keiner von beiden ausreichend Informationen, um die Behandlung 
des individuellen Patienten festzulegen (Roland NJ et al. 1992). 
Aus diesem Grunde wird seit längerer Zeit intensiv nach molekularen Faktoren mit 
prädiktivem Potential geforscht, um die bildgebenden Verfahren bei der Evaluation zu 
ergänzen.  
Zum Ausschluss von Fernmetastasen werden Röntgen-Thorax in zwei Ebenen und 
Sonographie des Abdomens durchgeführt. Bei suspekten Befunden schließen sich 
gegebenenfalls CT-Thorax und –Abdomen an. 
Für spezielle Indikationen stehen die Knochenszintigraphie und die PET (Positronen- 
emissionstomographie) zur Verfügung.  
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1.1.3 Therapie 
Die Behandlung der Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome erfolgt in erster Linie 
chirurgisch. Abhängig vom postoperativen histologischen Tumorstadium ergänzt durch eine 
adjuvante Radio- und Chemotherapie. 
Die höchste 5-Jahresüberlebensrate in allen Stadien wird durch die chirurgische Therapie 
erzielt (Inagi K et al. 2002). 
Bei der Auswahl für die chirurgische Behandlung müssen Patienten zurückgestellt werden, 
die nicht mehr kurativ behandelt werden können: z.B. Patienten mit Fernmetastasen, mit 
niedriger Lebensqualität nach OP oder inoperablen Tumoren.  
Die Radiotherapie wird üblicherweise außerhalb von Studien adjuvant nur in Kombination 
mit Chirurgie und/oder Chemotherapie eingesetzt.  
Bei T1N0 sollen die chirurgische Therapie und die Radiotherapie gleich effektiv sein, die 
chirurgische Therapie ist trotzdem vorzuziehen, weil die Behandlung kürzer, billiger und 
nebenwirkungsärmer ist (Kastenbauer E, Georg Theime-Verlag 1992).  
Häufige Folgeschäden der Strahlentherapie sind: trockener Mund, Verlust des 
Geschmacksinns, Osteoradionekrose, bestrahlungsinduzierter  Krebs (Pernot M et al. 1996; 
Asakage et al. 1999). 
Die Strahlentherapie wird vor allem als zusätzliche Therapie bei Hochrisikopatienten 
(Patienten mit ungünstigen pathologischen Merkmalen wie ENS (extranodal spread), 
multiplen Lymphknotenmetastasen in verschiedenen Levels und positiven Resektionrändern) 
(Lundahl RE et al. 1998) und heutzutage bevorzugt als postoperative Strahlentherapie beider 
Halsseiten eingesetzt. Sie verbessert wie in diversen Studien gezeigt werden konnte bei 
ausreichender Strahlendosis (Smeele LE et al., 2000: > 62,5 Gy , Peters LJ et al., 1993: > 63 
Gy) die lokale Rezidivrate, was aber nicht zwingend eine verbesserte 5-Jahresüberlebensrate 
bedeutet (Nishi KW et al. 1998). Bei reduzierten lokalen Rezidivraten entwickelt eine größere 
Anzahl Patienten Fernmetastasen, so dass die Überlebensrate letztendlich häufig doch nicht 
verbessert wird.  
In der DÖSAK-Studie von 1994 (Mohr C, et al. 1994) konnte dagegen durch eine kombinierte 
präoperative Radiochemotherapie (Radiotherapie: Bestrahlung von Haupttumor und 
regionalen LK mit einer Gesamtdosis von 36 Gy, 5 x 2 Gy pro Woche; Chemotherapie: 
Cisplatin 5 x 12,5 mg pro mm2 Körperoberfläche während der ersten Behandlungswoche) und 
einer mit 10 bis 14 Tagen Abstand folgenden radikalen Chirurgie im Vergleich zur alleinigen 
radikalen Chirurgie, die lokale Rezidivrate um 15% und die Sterberate um 10% gesenkt 
werden.  
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Die bis jetzt einzige Therapiemöglichkeit um subklinische Fernmetastasen zu kontrollieren ist 
die Chemotherapie (Shingaki S, Takada M, Sasai K et al. 2003), inwiefern diese wiederum zu 
einer Verbesserung der Überlebensrate führt, gilt noch endgültig zu klären.  
In der Therapie werden am häufigsten Cisplatin und 5-Fluorouracil eingesetzt. Es wird eine 
Überlegenheit der Kombinationstherapie gegenüber Monotherapien bei Fernmetastasierung 
angenommen. 
Die Therapie des Lymphabflusses wird in den verschiedenen Zentren unterschiedlich 
gehandhabt. Das einzige sichere Verfahren Lymphknotenmetastasen auszuschließen ist die 
radikale (modifizierte radikale) Neck dissection.  
Bei der modifizierten radikalen Neck dissection erfolgt die Exzision aller Lymphknoten-
stationen und bei der radikalen zusätzlich noch des M. sternocleidomastoideus, der Vena 
jugularis interna und des N. accessorius. 
Viele Zentren bevorzugen die elektive Neck dissection, um mögliche okkulte Metastasen 
sicher erkennen und behandeln zu können (Beenken SW et al. 1999; Haddadin KJ et al. 
1999). Der Nachteil dieses Vorgehens ist ein fehlender histologischer Nachweis von 
Lymphknotenmetastasen bei 70% und somit der unsichere Nutzen für diese Patienten (Bocca 
E 1991). 
Andere Zentren bevorzugen die „wait and see“-Strategie. Der Nachteil dieses Vorgehens ist, 
das eventuell verspätete Erkennen der Metastasen erst im fortgeschrittenen Stadium, wo eine 
Neck dissection als Behandlung allein nicht mehr ausreicht und die Prävalenz an 
Fernmetastasen erhöht ist, die wiederum mit einer Prognoseverschlechterung einhergeht 
(Kurita H et al. 1995; Alvi A, Johnson JT 1997).  
Bei klinisch negativem Hals (N0) hat es sich als vorteilhaft erwiesen, eine Neck dissection in 
den Fällen durchzuführen, in denen statistisch eine hohe Quote subklinisch okkulter Lymph-
knotenmetastasen zu erwarten ist, z.B. bei allen Zungengrund- (T1=70%) und 
Tonsillenkarzinomen (T1=70%) und beim Mundhöhlenkarzinom ab T2 (Kastenbauer E, 
Georg Thieme-Verlag).  
Neue Therapiemöglichkeiten, die noch in Erprobung sind, eröffnen sich z.B. durch den 
Einsatz von Inhibitoren des Zellzyklus wie Roscovitin, Flavopiridol, Butyrolactone, Antisense 
Cyclin D1, Retinoic acid und durch Inhibitoren der Onkogene wie dem EGF-Rezeptor und 
durch Blockade mutanten p53. 
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1.1.4 Prognosefaktoren 
Klinische und pathomorphologische Faktoren, die Bedeutung haben in der Prognose der 
Tumorentwicklung und regionären Lymphknotenmetastasierung: 
 
1. Lymphknotenmetastasen: 
Die Hauptprognosefaktoren bei den Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs 
(HNSCC) und damit auch der Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome, sind die 
Lymphknotenmetastasen (Mamella G et al. 1994; Shingaki S, Nomura T, Takada M et al. 
1999; Ferlito A, Rinaldo A, 2000). Bezüglich der Lymphknotenmetastasen von Bedeutung 
sind die Größe, die Anzahl und das Level der Hals-Lymphknotenmetastasen und die 
extranodale Ausbreitung (ENS) (Alvi A, Johnson JT, 1996; Gavilan J et al. 2000). 
Die Metastasierung in die regionären Hals-Lymphknoten ist eine einschneidende Entwicklung 
der Tumorerkrankung. Bereits ein positiver Lymphknoten reduziert die 5-
Jahresüberlebensrate um 45% (Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag 1992). Nach vielen 
Studien reduzieren die Lymphknotenmetastasen mit ENS die Überlebensrate um 29-60%, je 
nach Studie sogar um mehr als 90% und erhöhen die Wahrscheinlichkeit von lokoregionären 
Rezidiven und allgemein das Auftreten von Lokal- und Fernmetastasen (Kastenbauer E, 
Georg Thieme-Verlag 1992; Shingaki S, Suzuki I, Kobayashi T, Nakajima T, 1996). 
 
2. Tumorausbreitung:   
Der Stellenwert des T-Stadiums für die Prognose bzw. 5-Jahresüberlebensrate des Patienten 
ist kontrovers (Inagi K et al. 2002; Morton RP et al. 1994; O-charoenrat P et al. 2002; 
Okamoto M et al. 2003).  
Inwiefern eine Verbindung zwischen den T-Stadien und dem Auftreten von 
Lymphknotenmetastasen besteht, wird gleichfalls kontrovers diskutiert (Matsuki H et al. 
2000; O-charoenrat P et al. 2003; Liu M et al. 2003).  
 
3. Invasionstiefe:  
Die Invasionstiefe als histologischer Parameter hat sich in einigen Studien als zuverlässiger 
Wert bei der Voraussage der zervikalen Lymphknotenmetastasen erwiesen. In diesem 
Zusammenhang entscheidend waren das Muster, die Tumordicke, die tiefe der Invasion und 
die Invasion insbesondere in die peritumoral gelegenen Lymphgefäße (Shingaki S, Suzuki I, 
Nakajima T,  Kawasaki T, 1988; Asakage T et al. 1998).  
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4. Tumorlokalisation: 
Die Bedeutung der Tumorlokalisation wird ebenfalls kontrovers diskutiert (Raitiola H et al. 
1999; Inagi K et al. 2002; Okamoto M et al. 2003).  
Folgende allgemeine Aussagen sind möglich: Aggressivere, undifferenzierte Tumoren 
kommen häufiger am Zungengrund als in der Mundhöhle vor (Youssefzadeh S et al., 
Springer-Verlag 1999).  
Die Mundhöhlenkarzinome metastasieren selten lokal, die Oropharynxkarzinome hingegen 
weisen im retrospektiven Patientengut die höchste Rate an Halslymphknotenmetastasen aller 
HNSCC (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma) auf  (Kastenbauer E, Georg Thieme-
Verlag 1992).  
 
5. Weitere mögliche Prognosefaktoren:  
Prognosefaktoren sind die Tumorzelldifferenzierung (Grading) (Odell EW et al. 1994; Kleist 
B et al. 2001) Lokalrezidive (Lang S et al. 2002) und das Auftreten von Fernmetastasen 
(Shingaki S, Takada M, Sasai K et al. 2003).  
Eine wachsende Anzahl an Studien weltweit zeigt, dass Karzinome aus einer Ansammlung an 
spezifischen chromosomalen Aberrationen resultiert (Rose BR et al. 2000; Michalides RJ et 
al. 2002). Bestimmte Veränderungen treten gehäuft in spezifischen Phasen der 
Karzinomentwicklung auf und bestimmte Muster chromosomaler Aberrationen können als 
klinisches Zeichen für Metastasierungsneigung oder als prognostisch ungünstig angesehen 
werden  (Nagai MA 1999; Kleist et al. 2001).  
Mehr als 70% der HNSCC sind aneuploid.  
Die genetischen Veränderungen führen zur Aktivierung von Onkogenen und zur 
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, die zur Deregulation der Zellproliferation  und des 
Zelltodes führen. Diese genetischen Veränderungen umfassen bei den HNSCC unter anderem 
Genamplifikationen und die Überexpression von Onkogenen wie myc, erbB-2, EGFR und 
Cyclin D1 und Mutationen, Deletionen und Hypermethylierungen, die die Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen wie p16 und p53 zur Folge haben (Nagai MA 1999; Michalides RJ et 
al. 2002).  
Als Ausdruck der unkontrollierten Zellproliferation kommt es zur Expression von PCNA 
(Proliferating cell nuclear antigen) und Ki67, zwei Proliferationsmarkern (Liu M et al. 2003).  
Es ist Gegenstand der derzeitigen Forschung, diese genetischen Veränderungen bestimmten 
Phasen der Karzinogenese zuzuordnen und ihre Bedeutung bezüglich der Tumorprogression, 
Lymphknotenmetastasierung und insgesamten Prognose näher zu untersuchen 
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1.1.5 Tumorangiogenese 
Der Begriff Angiogenese oder Neovaskularisation ist definiert als das Wachstum und die 
Entwicklung von neuen Kapillargefäßen (Folkman J. 1971). 
Angiogenese spielt eine zentrale Rolle im Wachstum und der Entwicklung von normalem 
Gewebe als auch bei pathologischen Prozessen wie der Tumorentwicklung (Schimming R et 
al. 2004). Die Hypothese, das das solide Tumorwachstum abhängig ist von Angiogenese – 
wurde 1971 von Folkman betont (Folkman J. 1971).  
Solide Tumoren sind auf eine Gefäßversorgung angewiesen, um eine Größe von 0,5-2mm im  
Durchmesser überschreiten zu können (Folkman J. 1990). Dafür benutzen sie präexistente 
Gefäße in einem Prozess, den man als Ko-option bezeichnet (Holash J et al. 1999) oder sie 
induzieren das Wachstum  von neuen Gefäßen, d.h. Angiogenese (Carmeliet P. 2000). Dieser 
Prozess wird von zahlreichen Wachstumsfaktoren, die von den Tumorzellen in die lokale 
Umgebung abgegeben werden, vermittelt (Kohn EC. 1991; Senger DR et al. 1993).  
Er umfasst das endotheliale Zellwachstum, die Migration und die kapilläre Morphogenese 
und wird eng kontrolliert von positiven und negativen angiogenetischen Faktoren und ihren 
Rezeptoren, die eine oder mehrere dieser zentralen Ereignisse regulieren (Battegay EJ 1995; 
Folkman J 1997; Pepper MS 1997). 
Blutgefäße sind aber nicht nur notwendig fürs Wachstum, sondern sie stellen auch den Weg 
für eine mögliche Metastasierung dar. Durch eine hohe Kapillardichte wird die hämatogene 
Aussaat erleichtert (Weidner N et al. 1991).  
Die Bestimmung der Angiogenese erfolgt unter zu Hilfenahme verschiedener biologischer 
Marker wie CD34, CD105, VEGF-C, VEGF-D und LYVE-1, insbesondere bezüglich der 
Lymphknotenmetastasierung und ist Gegenstand der aktuellen Forschung (Hannen E, van der 
Laak JAWN, Kerstens HM, et al. 2001; Beasley N et al. 2002). 
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1.1.6 5-Jahresüberlebensrate für Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome 
 
Tumorsitz  5-Jahresüberlebensrate bezogen auf die Tumorstadien 
allg. 5-Jahres-
überlebensrate 
  I II III IV   
Unterlippe  90% 90% 60% 40% 80-90% 
Oberlippe 70% 70% 40% 20% 60-70% 
vordere 2/3 der 
Zunge 35-85% 26-77% 10-50% 0-26% 43% 
Mundboden 58-75% 40-64%    21-43%   0-15% 50% 
Gingiva 73% 41% 17% 0-10% 31-55% 
Wangenschleimhaut 77-83%    44-65%    20-27%   0-18%     42% 
Tonsillen 67-93%    40-84%    27-50%   3-35% 45% 
Zungengrund 56-68%    50% 28-37%   0-18% 26% 
weicher Gaumen 50% 25% 30% 33% 50% 
Pharynxwand 75% 70% 42% 27% 27-44% 
Tab.1: 5-Jahresüberlebensrate für Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome 
(Kastenbauer E, Georg Thieme-Verlag, 1992)  
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1.2 Faktoren der Tumorgenese und Tumorangiogenese 
1.2.1 Tumorsuppressorprotein p53 
In seiner Rolle als Tumorsuppressorgen fungiert p53 als „guardian of the genome“ (Lane DP 
1992) und „gatekeeper of growth and division“. Wild-Typ p53 ist ein Tumorsuppressor, der 
eine zentrale Stellung im Zellzyklus einnimmt und Zellwachstum und –teilung negativ 
reguliert. 
Lane et al. beschrieben P53 erstmals 1979 im Zusammenhang mit seiner Fähigkeit, mit dem 
Simian Virus (SV 40)-Tumorantigen eine komplexierende Wirkung einzugehen (Lane DP, 
Crawford 1979). 
Bei p53 handelt es sich um ein nukleäres Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 58 
kDa, welches sich aus 393 Aminosäuren zusammensetzt und auf dem kurzen Arm von 
Chromosom 17 (17p13.1) codiert ist. 
 
Neuere Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass es mindestens drei verschiedene 
Signalwege gibt, über die das p53-Netzwerk aktiviert werden kann (Vogelstein et al. 2000). 
Der erste Signalweg wird über DNA-Schädigung getriggert (wie z.B. ionisierende Strahlung), 
der zweite durch anomale Wachstumssignale (wie z.B. durch Onkogenexpression) und der 
dritte durch eine große Anzahl an Chemotherapeutika, ultraviolette Strahlung und 
Proteinkinaseinhibitoren. 
Alle drei Signalwege führen zu einer Stimulation bestimmter enzymatischer Aktivitäten, die 
eine posttranslationale Modifikation von p53 bedingen. Dadurch wird der p53-Abbau 
gehemmt und die nukleäre p53-Konzentration auf einem höheren Level stabilisiert (Gasco M, 
Crook T 2003).  
In der Folge bindet p53 spezifische DNA-Sequenzen (Kern S et al. 1991; Bargonetti J et al. 
1991)  und aktiviert als Transkriptionsfaktor (Lane DP 1992)  angrenzende Gene. Viele 
Dutzende Gene, die durch p53 kontrolliert werden sind identifiziert und sie können grob in 
vier Kategorien unterteilt werden (Vogelstein et al. 2000):  
 
1. Arretierung des Zellzyklus am Übergang von der G1 zur S-Phase und von der G2-
Phase zur Mitose (über die p53 vermittelte Expression von p21WAF1/CIP1 und die 
folgende Inhibition von cyclin-dependent kinases) und in der G2-Phase.  
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2. Dieser Arrest ermöglicht der Zelle durch Aktivierung von DNA-Reparaturgenen, den 
DNA-Schaden zu beseitigen. Auch hierbei ist p53 durch die Induktion weiterer 
Zielgene entscheidend beteiligt. Eines dieser Gene ist GADD45 (growth arrest DNA 
damage). 
Nach Beseitigung des DNA-Schadens aktiviert p53 selber MDM2 (murine double 
minute) und bedingt dadurch seinen Abbau. Damit kann der Zellzyklus fortgesetzt 
werden, und die Zelle kann sich teilen.  
      3.  Kann der Schaden nicht behoben werden, induziert p53 die Transkription von Genen,                           
           die den Weg in die Apoptose einleiten. Dabei spielt das BAX-Gen eine zentrale Rolle, 
           dessen Protein der Prototyp der p53 induzierten Apoptosemediatoren ist. 
      4.  Hemmung der Angiogenese: Das Tumorwachstum ist in hohem Maße von einer     
           tumoreigenen Gefäßversorgung abhängig, die über angiogenetische Faktoren von den 
           Tumoren selbst gefördert werden. Das Wild-Typ p53-Protein stimuliert die Expression  
           von Genen, die diesem Prozess entgegenwirken (El-Deiry WS 1998; Hendrix MJ     
           2000). 
         
Die Inaktivierung des p53-Signalweges ist ein wichtiger, vielleicht obligatorischer, Schritt in 
der Genese vieler, wenn nicht aller menschlichen Tumoren (Vogelstein et al. 2000). P53 ist 
das am häufigsten mutierte Gen in malignen Neoplasien. In erster Linie handelt es sich um 
sogenannte „missense“-Punktmutationen (Levine AJ et al. 1991), bei denen lediglich eine 
Aminosäure durch eine andere ersetzt wird, die geschätzterweise in 50% aller Malignome 
auftreten. Alle p53-Proteine, in denen eine Punktmutation aufgetreten ist, haben ihre 
Fähigkeit sequenz-spezifisch DNA zu binden, verloren (Lane DP 1992). 
Ein Funktionsverlust von p53 kann einmal auf genetischer Ebene durch Mutation verursacht 
sein oder auf Proteinebene durch verschiedene andere Mechanismen. 
Tumorsuppressorgen-Mutationen sind in den meisten Fällen rezessiv (Levine AJ et al. 1994), 
„loss of function“. Nur im Falle des Verlustes der Funktion des nicht mutierten p53 Allels 
wird eine Tumorentstehung begünstigt (Levine AJ et al. 1991). In aller Regel ist nur ein Gen 
mutiert und das zweite Allel ist durch Deletion oder Genkonversion ausgeschaltet, was zum 
Verlust der Heterozygosität führt (Levine AJ et al. 1991). 
Bleibt der Verlust des zweiten Allels durch Deletion oder Genkonversion aus, so werden 
sowohl der Wildtyp als auch die Mutante exprimiert. Diese beiden Komponenten können 
miteinander komplexieren, dabei verliert das p53-Protein seine wachstumshemmende 
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Wirkung, so dass sich am Ende doch die Mutante durchsetzt, dominante „loss of function“-
Mutation (Hollstein M et al. 1991; Caron de Fromentel C et al. 1992; Lane DP et al 1992).  
Einige Mutanten dagegen entwickeln eine eigenständige proliferationsstimulierende Wirkung 
(Levine AJ et al. 1991), „gain of function“, so dass der Verlust des zweiten Allels nicht mehr 
entscheidend ist.  
Eine weitere Möglichkeit die Tumorsuppressorfunktion auf genetischer Ebene zu 
untergraben, sind Veränderungen in einem oder mehreren Zielgenen, die von p53  kontrolliert 
werden (Gasco M, Crook T. 2003) . 
Allen Mutationen des p53-Gens gemeinsam ist eine Konformationsänderung im codierten 
Protein, die mit einer deutlich verlängerten Halbwertszeit (Reich NC et al 1983) von 10 bis 20 
Minuten auf bis zu 48 Stunden einhergeht. In der Folge häuft sich das mutierte Protein im 
Zellkern an und ist durch spezifische monoklonale Antikörper nachweisbar.  
Die p53-Antikörper trennen nicht wirklich zwischen Wildtyp und mutierter Form. Die 
Immunhistochemie zeigt lediglich eine Überexpression von p53 im Zellkern an, die oft – aber 
nicht immer – auf Mutationen zurückzuführen ist. 
 
 
 
DNA-Schaden 
P53 
aktiviert 
bax
 
Apo- 
ptose 
Persistierender  
DNA-Schaden P21-WAF1 
GADD45 Zyklin/CDK MDM2 induziert 
Abbau von 
Zellzyklusblockade DNA-Reparatur Mitose 
Abb. 1: Tumorsuppressorgen p53 (Zeichnung nach Böcker Pathologie 2001) 
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1.2.2 Ki67 
Das Ki67 Antigen ist ein nukleäres Protein, das über seine Reaktivität mit dem monoklonalen 
Antikörper vom Ki67 Klon definiert ist (Gerdes J, Lemke H et al. 1984). Entdeckt wurde der 
monoklonale Antikörper und das proliferationsassoziierte Antigen von Gerdes J et al. 1983, 
die die Wirkung von Ki67 anhand von Blutzellen (periphere Lymphozyten und Hl-
60/Makrophagen) erforschten. Sie verglichen Ki67-Ergebnisse mit dem Einbau von 
radioaktiv markierten DNA-Bestandteilen ([3H]-Thymidin) in proliferierende Zellen und 
konnten so einen direkten Bezug zwischen Proliferation und Ki67 Expression nachweisen. 
 
Das Ki67 Antigen wird, weit verbreitet, in der Routinepathologie als „Proliferationsmarker“ 
eingesetzt, um die Wachstumsfraktion in menschlichen Tumorzellen zu bestimmen (Schlüter 
C et al. 1993).  
Es sind zwei Isoformen von 345 und 395 kDa identifiziert worden (Gerdes J et al. 1991). Das 
Ki67 Antigen wird nur während der aktiven Phasen des Zellzylus (G1, S, G2 und M-Phase) 
exprimiert, nicht in ruhenden Zellen (G0-Phase) (Gerdes J, Lemke H et al. 1984). Das 
Antigen wird sofort abgebaut, sobald die Zelle den nicht-proliferativen Zustand erreicht 
(Scholzen T, Gerdes J 2000). 
In weiteren Studien (Darzynkiewics et al. 1982; Gerdes J, Lemke H et al.1984) wurden der 
G0-Zustand und die G1-Phase genauer untersucht. In diesen zeigte sich, dass nach der Mitose 
direkt weiter proliferierende Zellen einen anderen metabolischen Weg durchlaufen als Zellen, 
die aus dem Ruhezustand heraus in den Zellzyklus und damit in die G1-Phase eintreten. 
Demnach kann die G1-Phase in eine G1A- und G1B-Phase unterteilt werden. Aus dem 
Ruhezustand geht die Zelle in die Phasen G1T, G1a, G1b und G1B über. Die ersten drei 
werden als Startsequenzen des Zellzyklus angesehen, nicht aber zum eigentlichen Zellzyklus 
gerechnet (Gerdes J, Lemke H et al. 1984). 
Die Phasen G0, G1T, G1a und G1b sind Ki67 negativ, in den Phasen G1A und G1B dagegen 
findet sich eine Expression von Ki67 (Gerdes J, Lemke H et al. 1984). 
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Abb. 2: Das Auftreten des Ki67 Antigens während des Zellzykus (nach  Gerdes J, Lemke H et al. 1984) 
 
Während des Zellzyklus verändert sich die Lage des Ki67-Proteins innerhalb der Zelle.  
In der Interphase ist das Protein hauptsächlich im Zellkern, vor allem im Nukleolus, 
lokalisiert (Starborg M et al. 1996; Kill IR 1996). Mit dem Eintritt der Zelle in die erste Phase 
der Mitose, der Prophase, löst sich der Zellkern und seine Bestandteile, einschließlich des 
Nukleolus auf und im Rahmen dessen findet die Umverteilung des Ki67-Proteins auf die 
Oberfläche der kondensierten Chromosomen statt (Gerdes J et al. 1983; Gerdes J, Lemke H et 
al. 1984, Starborg M et al. 1996; Kill IR 1996). In der Telophase entstehen wieder neue 
Nukleoli und irgendwann in diesem zeitlichen Kontext wird Ki67 wieder in die Nukleoli 
zurückverlagert. Der genaue Zeitpunkt ist umstritten (Endl E, Gerdes J 2000), aber es besteht 
Konsens darüber, das Ki67 in der frühen G1-Phase wieder im Nukleolus und im 
Nukleoplasma nachweisbar ist (Bridger JM et al. 1998). Diese räumliche und zeitliche 
Regulation des Ki67-Proteins ist verbunden mit posttranslationalen mitosespezifischen 
Modifikationen (Endl E, Gerdes J 2000) . 
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Der genaue molekulare Mechanismus des Ki67 ist bis heute noch nicht abschließend geklärt. 
Wenn man jedoch berücksichtigt wie das Ki67 Protein aufgebaut ist und mit welchen 
Proteinen es in Verbindung steht und durch welche Proteine/Proteinkinasen es modifiziert 
wird, kann man ableiten, dass es Bestandteil des regulatorischen Proteinnetzwerkes des 
Zellteilungszyklus ist (Endl E, Gerdes J 2000). Bei der Zellproliferation scheint das Ki67-
Protein ein essentieller Bestandteil zu sein (Schlüter C et al. 1993).  
Auf Grund der ausschließlichen Expression von Ki67 in proliferierenden Zellen, sind Ki67 
Antikörper unverzichtbar geworden bei der Beurteilung der Zellproliferation in der 
Krebsforschung, als auch als diagnostischer und prognostischer Marker bei verschiedensten 
Malignomtypen (Gerdes J, Dallenbach F et al. 1984; Schwarting R 1993). 
Allerdings bietet Ki67 keine Möglichkeiten für therapeutische Interventionen, hat also nur 
deskriptiven Wert (Michalides RJ et al. 2002). 
 
1.2.3 EGFR 
Der am häufigsten studierte Rezeptor in der erbB-Familie ist der humane epidermale 
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR, auch bekannt als HER1 oder erbB1 (Ford AC, Grandis JR, 
2003).  
Der EGF-Rezeptor wird auf der Plasmamembran vieler verschiedener Zelltypen exprimiert, 
insbesondere denen ektodermaler Herkunft (Ford AC, Grandis JR, 2003). Er bindet mit hoher 
Affinität verschiedene Liganden wie den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) und den 
Transforming growth factor α (TGF-α) (Jones JT et al. 1999). Das EGFR-Gen, ein 
Protoonkogen, ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 lokalisiert . 
Die HER-Moleküle sind alle zellmembrangebundene Proteine, die vier verschiedene 
Rezeptoren umfassen: HER1/EGFR, HER2, HER3 und HER4 (Wells A. 1999). Man 
unterteilt sie in drei Regionen: einer extrazellulären Ligandenbindungsdomäne, einer 
intrazellulären Region mit Tyrosinkinaseaktivität und regulatorischer Funktion und einer 
transmembranären, den Rezeptor verankernden Region (Wells A. 1999).  
Über die Rezeptoren der HER-Familie wird die Transkription einer Reihe von Genen 
reguliert, die die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Reparatur in vielen Zelltypen 
kontrollieren (Ullrich A, Schlessinger J. 1990; Wells A. 1999). 
Die HER-Rezeptoren liegen nur als Dimere in aktivierter Form vor.  
Die inaktiven HER liegen als Monomere vor. Durch Bindung des passenden Liganden an die 
extrazelluläre Domäne bilden sich entweder Homodimere (d.h. Zusammenschluss von 
Monomeren des gleichen Rezeptors z.B. HER1/HER1) oder Heterodimere (d.h. 
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Zusammenschluss zweier verschiedener Rezeptoren der HER-Familie z.B. HER1/HER2). 
Sobald sich diese Komplexe bilden wird die Tyrosinkinase aktiviert, der EGFR-Rezeptor 
autophosphoryliert (Ozanne et al.1986) und eine nachgeschaltete Signalkaskade (z.B. der 
„MAPK“-Signalweg oder „Akt“-Signalweg) in Gang gesetzt, die die verschiedenen Aspekte 
der Zellfunktion reguliert (Wells A. 1999), d.h. Zellproliferation, programmierter Zelltod 
(Apoptose), Angiogenese, Adhäsion, Motilität und Differenzierung (Hanahan D, Weinberg 
RA, 2000). 
In krankhaft veränderten Zellen ist die nachgeschaltete Signalkaskade dysreguliert und führt 
somit zu Hyperproliferation, Migration und/oder Metastasierung (Pérez-Soler R. 2004). 
Es gibt bis jetzt drei Mutanten des HER1-Rezeptors, dabei ist EGFR-vIII, die in soliden 
menschlichen Tumoren am häufigsten dedektierte (Moscatello DK et al. 1998). Der mutierte 
Rezeptor EGFRvIII hat eine modifizierte Bindungsregion und kann damit keinen Liganden 
binden (Voldborg BR et al. 1997) und auch nicht dimerisieren (Chu CT et al. 1997), ist aber 
trotzdem aktiv, man spricht von „konstitutiv“ aktiv.  „Konstitutiv“ aktiv bedeutet, dass das 
qualitativ veränderte Genprodukt, der Wachstumsfaktorrezeptor, eine eigenständige 
biologische Aktivität entfaltet, zur Aktivierung also keine Bindung eines Wachstumsfaktors 
an seinen Rezeptor benötigt, („gain of function“). Dabei ist zudem nicht von Bedeutung, ob 
nur ein oder beide Allele betroffen sind („dominantes“ Verhalten). 
 
Auf  Grund des wichtigen Stellenwertes der EGFR-Expression in der Karzinogenese der 
HNSCC (Ford AC, Grandis JR, 2003) als auch anderer Tumoren (Nicholson RI et al. 2001) 
wird intensiv an anti-EGFR-Therapien (toxinkonjugierte Liganden, monoklonale Antikörper, 
Tyrosinkinasespezifische Inhibitoren, Antisense DNA/RNA-Oligonukleotide) gearbeitet. 
Vorläufige Ergebnisse sind viel versprechend und können dazu führen, dass die anti-EGFR-
Therapie in Zukunft ein fester Bestandteil in der Behandlungsstrategie bei HNSCC werden. 
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1.2.4 CD34 
Mitte der 80er Jahre beschrieben Andrews RG et al. einen monoklonalen Antikörper, mit 
Hilfe dessen aus Knochenmark sehr primitive koloniebildende Vorläuferzellen angereichert 
werden konnten. Das später als CD34 geclusterte Antigen wird auf hämatopoetischen Stamm- 
und Progenitorzellen, Leukämie-Zellen, Endothelzellen und einigen mesenchymalen fetalen 
Zellen exprimiert (Fina L et al. 1990; Krause DS et al. 1994). 
CD34 ist ein 105 bis 120 kD schweres Zelloberflächenglykoprotein (Andrews RG et al. 
1986), dessen zugehöriges Gen auf  dem Chromosom 1q32 lokalisiert ist und von 8 Exonen 
kodiert wird (Molgaard H et al. 1989; Tenen DG et al. 1989). 
Durch unterschiedliches Splicen existieren zwei Varianten von CD 34 mRNA (Nakamura Y 
et al. 1993; Suda J et al. 1992). Diese unterschiedlichen Splicevarianten resultieren aus der 
Insertion eines zusätzlichen Exons, Exon X, welches zwischen Exon 7 und 8 plaziert wird und 
ein Stopcodon einführt. Die daraus resultierenden beiden CD34-Proteinvarianten 
unterscheiden sich lediglich in ihrer intracellulären zytoplasmatischen Domäne, wohingegen 
die extracelluläre Region identisch ist (Krause DS et al 1996). Die Bedeutung dieser beiden 
CD34-Proteinformen ist noch nicht klar, frühere Hinweise lassen vermuten, dass die 
Expression abhängig ist vom Differenzierungsgrad der CD34-positiven hämatopoetischen 
Zelle (Krause DS et al 1996). 
Die Kapillaren der meisten Gewebe sind CD34-positiv, mit Ausnahme von fetaler Leber und 
adulten ZNS-Strukturen, wo sich nur ein kleiner Anteil der Kapillaren darstellt. Ebenfalls 
CD34-positiv ist die Umbilikalarterie und, in geringerem Ausmaß, Venen. Endothel von 
großen Gefäßen und placentalen Sinus sind CD34-negativ (Fina L et al. 1990). 
Lymphatisches Endothel ist auch CD34-negativ (Berti E, Delia D. 1989). 
Die CD34-Expression ist bei den meisten Endothelzellen in Gefäßen sich entwickelnder 
Organe stark erhöht. Nach der Geburt sinkt der Spiegel, um bei Wundheilungsprozessen und 
Tumorwachstum wieder anzusteigen. Das Expressionsmuster läßt eine bedeutende Rolle bei 
der Entwicklung von Blutgefäßen bei Embryonen und auch bei Erwachsenen vermuten (Ito A 
et al. 1995). 
Die CD34-Expression wird in undifferenzierten Leukämien, akuten myeloischen Leukämien 
und akuten lymphoblastischen Leukämien gefunden. Die meisten soliden Tumore sind CD34-
negativ, obwohl die Kapillaren innerhalb dieser Tumoren gewöhnlich CD34-positiv sind 
(Watt SM et al. 1987). Die Ausnahme bilden Weichgewebstumoren, wie Gefäßtumoren, die 
Zellen des Kaposi Sarkoms (Fina L et al. 1990), das Dermatofibrosarcoma protuberans, der 
solitäre fibröse Tumor, die gastrointestinalen Stromatumoren, maligne periphere 
28                                                                                                                             1. Einleitung 
 
Nervenscheidentumoren und epitheloide Sarkome. Bis jetzt wurden weder 
Translokalisationen des CD34-Lokus noch Punktmutationen in einem der bösartigen 
Tumoren gefunden (Krause DS et al. 1996). 
Trotz der Bedeutung von CD34 als Marker für die frühen hämatopoetischen Stamm-
/Progenitorzellen in der experimentellen und klinischen Hämatopoese und als 
Panendothelzellmarker, ist die Funktion von CD34 immer noch unklar (Krause DS et 
al.1996). 
 
Die strukturellen und biochemischen Eigenschaften des proteoglykanähnlichen CD34-
Proteins, sein Mangel an Tyrosinkinaseaktivität, seine relativ hohe Dichte verglichen mit den 
meisten Wachtumsfaktorrezeptoren und seine langsame Synthese- und Turnoverrate geben 
Grund zu der Annahme, dass es sich nicht um einen Wachstumsfaktorrezeptor handelt. 
Zudem kann das CD34-Antigen nicht durch Wachstumsfaktoren hochreguliert werden (Fina 
A et al. 1990) und andere Mediatoren wurden bis jetzt noch nicht identifiziert (Krause DS et 
al. 1996).  
Mit Hilfe von Knock-out-Mäusen konnte gezeigt werden, dass CD34-positive Zellen eine 
wichtige Rolle in der Hämatopoese spielen und speziell diese Zellen die Fähigkeit zur 
Wiederherstellung aller reifen Blutzellen besitzen (Repopulation) (Peault B et al. 1991; 
Andrews RG et al. 1992).  
Darüber hinaus läßt die genetische Kolokalisation von CD34 mit Adhäsionsmolekülen und 
seine Struktur als stark glykolysiertes Oberflächensialomycin eine Bedeutung als 
Adhäsionsmolekül vermuten (Atkin 1986; Bruns G, Sherman S. 1988). Untersuchungen in 
diese Richtung zeigen, dass CD34 auf Endothelzellen exprimiert eine Rolle bei der 
Leukozytenadhäsion und beim „homing“ während des inflammatorischen Prozesses spielen 
könnte, und es wurde vermutet, dass CD34 eine Rolle spielt bei der Adhäsion der Stamm-
/Progenitorzelle im Knochenmark (Fina A et al. 1990; Krause DS et al.1994; Majdic O et al. 
1994). Es gibt zudem noch Beweise für eine adhäsionsbezogene Rolle von CD34 zwischen 
den Endothelzellen (Delia D et al. 1993). 
CD34 reagiert als panendothelialer Antikörper nicht nur mit den neuentstandenen Gefäßen, 
sondern auch mit normalen Gefäßen (Vermeulen PB et al.1996; Wang JM, Kumar S, Pye D, 
Haboubi N, Al-Nakib L. 1994; Martin L et al. 1997). In früheren Studien wurde gezeigt, dass 
CD34 eine ähnliche Sensitivität für die Detektion von kleinen Gefäßen innerhalb von 
Karzinomen hat wie der Von-Willebrandfaktor oder CD31, aber mit einer geringeren 
Hintergrundfärbung (Forootan SS et al.1999). 
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1.2.5 CD105/Endoglin 
CD105 (CD steht für cluster of differentiation) ist ein 180 kDa schweres homodimeres 
Transmembranglykoprotein (Duff SE et al. 2003). Es wurde erstmals als Leukämie- 
assoziiertes Zelloberflächenglykoprotein von Haruta und Seon beschrieben (Haruta Y, Seon 
BK, 1986).  
In vivo hat sich in zahlreichen experimentellen Studien gezeigt, dass CD105 ein für die 
Neovaskularisation essentieller Faktor ist (Arthur HM et al. 2000; Bourdeau A et al. 1999) 
und ein effektiver Marker für die Neovaskularisation zu sein scheint (Schimming R, Marmé 
D, 2002). 
Das Endoglin-Gen ist auf dem menschlichen Chromosom 9q34 lokalisiert. Mutationen im 
Endoglin-Gen sind vermutlich verantwortlich für die erbliche hämorrhagische 
Teleangieektasie vom Typ 1 (HHT 1 oder Morbus-Osler-Weber-Rendue), die durch 
multisystemische vaskuläre Dysplasien und wiederkehrende Hämorrhagien charakterisiert ist 
(McAllister KA et al. 1994). 
Es gibt zwei Isoformen von CD105, L- CD105 und S- CD105, aber L- CD105 wird bevorzugt 
gebildet. 
Endoglin wird auf menschlichen endothelialen Zellen exprimiert. Eine im Vergleich zu 
Endothelzellen in normalem Gewebe erhöhte Expression an CD105 zeigt sich in Geweben, 
die einer aktiven Angiogenese unterliegen wie regenerierenden und entzündlichen Geweben 
und Tumoren (Bodey B et al. 1998; Miller DW et al. 1999). Endoglin wird in proliferierenden 
Endothelzellen hochreguliert und in neu gebildeten Gefäßen bei einer großen Anzahl an 
soliden Tumoren stark exprimiert (Burrows FJ et al. 1995). In nicht malignem adultem 
Gewebe, einschließlich präneoplastischen Läsionen, wird Endoglin geringer produziert als in 
Tumorgefäßen und seine Expression ist oft auf Kapillaren beschränkt (Burrows FJ et al. 
1995). 
Innerhalb der Tumoren scheint die Endoglin-Expression vor allem auf die Tumor-Peripherie 
konzentriert zu sein (Miller DW et al. 1999). Die Tumorecken sind gewöhnlich die Bereiche 
der höchsten Neovaskularisation (Weidner N et al. 1991), was wiederum CD105 als Marker 
für die Neovaskularisation bestätigt. 
Endoglin ist eine regulatorische Einheit des Transforming growth factor β (TGF-β)-
Rezeptorkomplexes und moduliert die zellulären Antworten auf TGF-β (Dernyck R, Feng 
XH, 1997).  
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Allerdings binden nur etwa 1% der Endoglin-Moleküle auf Endothelzellen TGF-β (Cheifetz S 
et al. 1992). Endoglin interagiert statt dessen mit anderen Mitgliedern der TGF-β Superfamilie 
wie Aktivin-A, BMP-7 und BMP-2 (Barbara NP et al. 1999).  
Beim Menschen wurden bis jetzt drei Isoformen von TGF-β (TGF-β1, TGF-β2 und TGF-β3) 
beschrieben. Sie sind strukturell und funktionell eng miteinander verwandt und wirken über 
spezifische Oberflächenrezeptoren. Zu diesen Rezeptoren werden die Rezeptortypen I und II, 
III (Betaglykan) und Endoglin gezählt. Die Serin-Threonin-Kinase Rezeptortypen I und II 
sind essentiell für die biologische Wirkung von TGF-β und funktionell aufeinander 
angewiesen (Miller DW et al. 1999).  
Zwei Hilfskomponenten in diesem System sind Betaglykan (RIII) und CD105. 
Betaglykan und Endoglin haben selber keine Signalaktivität, sondern bilden heteromere 
Komplexe mit den Rezeptortypen I und II und modulieren als Regulatoren den Zugang von 
TGF-β zum Signalkomplex (Wrana JL et al. 1994). Dabei sind ihre Funktionen im TGF-β 
Rezeptorkomplex zum Teil entgegengesetzt (Li C et al. 2001). Membrangebundenes 
Betaglykan bindet TGF-β und präsentiert es seinem Signalrezeptor, wohingegen CD105 
einige der Wirkungen von TGF-β abschwächt und antagonisiert. TGF-β1 inhibiert die 
Proliferation und Migration von Endothelzellen und Bildung von Kapillaren, CD105 
antagonisiert diese TGF-β1 Funktionen und wirkt daher als proangiogenetischer Faktor (Li C 
et al., 2001). 
 
Betaglykan bindet alle drei TGF-β-Isoformen, aber mit höchster Affinität TGF-β2. Es wird 
auf vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert, fehlt aber z.B. auf den meisten 
hämatopoetischen Zellen und auf vaskulären Endothelzellen (Li C et al. 2001). 
CD105 bindet mit hoher Affinität TGF-β1 und -β3, aber nicht TGF-β2 (Cheifetz S et al. 
1992). 
Aus den oben genannten Gründen ist CD105 ein viel versprechender Angriffspunkt bei der 
antiangiogenetischen Therapie. 
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1.3 Tissue Microarray 
Ein Tissue Microarray (=TMA) ist ein Paraffinblock, der viele verschiedene Gewebestanzen 
in genau definierter Anordnung enthält.  
Die Idee viele verschiedene Gewebeproben simultan in einem Paraffinblock zu untersuchen 
ist nicht neu. Sie wurde erstmals vor 40 Jahren in der Literatur beschrieben und seit dem 
wurden viele weitere Verfahren entwickelt und modifiziert (Lillie MW, 1965; Battifora H, 
1986; Wan WH et al., 1987; Kononen J et al., 1998).  
Das erste dieser sogenannten „high-throughput Verfahren“ (Packeisen J et al., 2003) , das sich 
schließlich durchgesetzt hat, ist das von Kononen J et al. 1998 entwickelte Tissue microarray- 
(TMA) Verfahren. Dieses TMA-System wird durch die Firma Beecher Instruments in den 
USA vertrieben.  
In der vorliegenden Studie wurde das durch die Firma Zytomed vertriebene Multiblock-
Verfahren (Multiblock, Innovation in Paraffin) eingesetzt. Dieses Multiblock-Verfahren 
wurde von Lilischkis R, Mengel M und Wasielewski Rv entwickelt, basierend auf dem TMA-
Verfahren von Kononen J et al. Die Herstellung unserer Multiblöcke erfolgte unter der 
Anleitung von  R. Lilischkis (Institut für Arbeitsmedizin und Sozialmedizin, 
Universitätsklinikum der RWTH Aachen). 
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1.4 Fragestellung 
Besteht ein Zusammenhang zwischen der Mikrogefäßdichte von CD34 oder CD105 
markierten Gefäßen im Primärtumor oder tumorfreien angrenzenden Gewebe und den 
histopathologischen Tumorstadien oder der Differenzierung des Tumors? 
Ist ein Zusammenhang zwischen dem Anteil an p53, Ki67 oder EGFR positiven Zellen im 
Primärtumor oder tumorfreien angrenzenden Gewebe und den Tumorstadien oder der 
Tumordifferenzierung nachweisbar? 
In welcher Beziehung stehen die Faktoren zueinander und welche Rückschlüsse sind 
bezüglich des Lymphknotenstatusmöglich? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Patienten 
Eingeschlossen in vorliegende Studie wurden nach retrospektiver Auswertung der 
Krankenakten der Klinik für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Plastische Kopf- und 
Halschirurgie Universitätsklinikum Aachen des Zeitraumes vom 1.7. 1998 bis 28.02.2002 
Patienten mit primären Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle- und des Oropharynx. Bei 
den Patienten wurde eine Tumorresektion und eine beidseitige cervikale Lymphadenektomie 
(Neck dissection) in kurativer Absicht durchgeführt ohne vorherige Behandlung durch 
Strahlen- oder Chemotherapie. 
Ausgeschlossen wurden Plattenepithelkarzinome der Ober- und Unterlippe. 
 
Die histologische Aufarbeitung der Operationspräparate (Haupttumor, Resektionsränder, 
Halslymphknoten) erfolgte durch das Institut für Pathologie der RWTH Aachen (Direktor 
Universitätsprofessor em. Dr. med. C. Mittermayer, Prof. Dr. R. Knüchel-Clarke). 
 
Patienten mit Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und mit palliativem 
chirurgischen Vorgehen wurden ausgeschlossen.  
 
Die Diagnostik vor der Tumorsanierung beinhaltet eine Panendoskopie (d.h. die Endoskopie 
von Pharynx, Larynx und Ösophagus) mit Biopsie des aufälligen Areales, CT des Halses mit 
Kontrastmittel und 5mm Vorschub und Ultraschall des Halses (B-Scan und 
Duplexsonographie), Röntgenthorax in 2 Ebenen und bei unklaren Befunden ein CT-Thorax 
sowie eine Oberbauchsonographie und ggfs. CT-Oberbauch. Nach Abschluss des 
Tumorstaging und Vorliegen der Histologie, erfolgte bei Zustimmung und Operabilität der 
Patienten die Operation mit Tumorresektion und Neck dissection (Level I-VI) beidseits 
modifiziert radikal oder radikal nach intraoperativem Befund. 
Die Weiterbehandlung der Patienten war abhängig von der postoperativen histo-
pathologischen Klassifikation (=pTNM): direkter Anschluß an die Tumornachsorge, 
postoperative fraktionierte Radiatio oder postoperative kombinierte Radiochemotherapie. 
Nur Patienten mit T1N0 konnten direkt der Tumornachsorge angeschlossen werden. 
Die postoperative fraktionierte Radiatio erhielten Patienten bei T >1 und N = 0. 
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Die notwendige Strahlendosis lag zwischen 55 bis 70 G (Gray) im Tumorbett und je nach 
chirurgischem Vorgehen und Ausdehnung des Befalls zwischen 46 bis 54 G in den regionären 
Lymphknotenstationen. Bei täglich 1,8 bis 2 G an 5 Werktagen kommen die meisten 
Patienten auf eine Gesamtbehandlungszeit von 5 bis 6 Wochen. 
Die postoperative kombinierte Radiochemotherapie wurde bei allen Patienten mit N>0, 
Kapseldurchbruch, Hämangiosis oder Lymphangiosis carcinomatosa durchgeführt. Dabei lief 
die postoperative fraktionierte Radiatio wie oben beschrieben ab und zusätzlich erhielten die 
Patienten in der 1. und 5. Behandlungswoche eine Monochemotherapie mit Carboplatin 
(maximal 70mg/m2 Körperoberfläche). 
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2.2 Präparateauswahl 
Jeweils mindestens ein repräsentatives Präparat der Patienten vom Haupttumor, tumorfreien 
Resektionsrand, tumorfreien Lymphknoten und metastatisch befallenen Lymphknoten bei N-
Stadium >0 wurden ausgewählt und für die weiteren Untersuchungen eingesetzt. 
Das Material der Paraffinblöcke wurde auf zwei verschiedene Arten verarbeitet, zur 
Herstellung ganzer Schnitte (whole sections) wurden mittels Rotationsmikrotom 4µm dicke 
Schnitte aller Paraffinblöcke angefertigt  und zur Herstellung von Tissue Microarrays 
anschließend ausgestanzt.  
Insgesamt wurden immunhistochemische Färbungen mit 5 Faktoren durchgeführt: den beiden 
Endothelmarker CD34 und CD105 (Endoglin) und den drei bekannten Faktoren p53 
(Tumorsuppressorgen), Ki67 (Proliferationsfaktor) und EGFR (Epidermal Growth Factor 
Receptor). 
Für die beiden Endothelfaktoren CD34 und CD105 wurden für die immunhistochemischen  
Färbungen die ganzen Schnitte der Paraffinblöcke verwendet.  
Für die anderen Faktoren  dagegen wurden die Tissue Microarrays eingesetzt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
36                                                                                                        2. Material und Methoden 
 
 
2.3 Tissue Microarray 
2.3.1 Auswahl und Markierung der zu stanzenden Gewebeareale 
 
Die Abbildungen 3.1 bis 3.5 wurden dem Handbuch Multiblock Innovation in Paraffin der 
Firma Zytomed entnommen. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.1: 
Markierung des gewünschten 
Gewebeareals auf einem aktuellen 
HE-Schnitt unter dem Mikroskop.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Übertragung der Markie-
rung flächenhaft auf den passenden 
Archivblock. 
 
 
Die bei der Auswahl der Präparate ausgewählten, repräsentativen HE-Schnitte werden 
nochmals alle mikroskopiert und die Areale (Haupttumor, Lymphknoten mit Metastase, 
Lymphknoten ohne Metastase und Plattenepithel des tumorfreien Resektionsrandes), die 
gestanzt werden sollen, werden unter dem Mikroskop genau markiert. Diese Markierungen 
wurden auf den Archivblock übertragen und flächenhaft eingefärbt. Es wurde bei dieser 
Tätigkeit viel Zeit für genaue Arbeit verwandt, da aufgrund des geringen Durchmessers 
(1,5mm) der Gewebestanze bei ungenauem Einzeichnen „ungültige“ Stanzen produziert und  
Multiblockplätze verschenkt werden. Es wurden nur Areale übertragen, die mindestens die 
3fache Größe einer Stanze haben. 
Die flächenhafte Markierung ermöglicht bei der Herstellung des Multiblocks eine 
Differenzierung, welches Ende der Stanze ursprünglich das Obere war und daher als erstes 
zum Anschnitt kommen soll. 
Gewebeareale mit Nekrosen, Blutungen, Kalk, Narben oder Fremdkörper wurden 
ausgeklammert, da diese das Stanzen und Schneiden erschweren können. Aus dem gleichen 
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Grund wurden nur Blöcke als Ausgangsmaterial benutzt, die aus reinem, handelsüblichen 
Paraffin (Schmelzpunkt bei 57°C) hergestellt wurden.  
Paraffinblöcke, die weniger als 2mm dick waren, wurden durch einen neuen HE-Schnitt mit 
passendem Block ersetzt. Die 2mm-Grenze wurde festgelegt, weil die Stanzen 
erfahrungsgemäß mindestens eine Dicke von 2mm haben sollten, um im Multiblock eine gute 
Ausbeute an Serienschnitten zu liefern. 
Kononen et al 1998 fertigen bei einer Schnittdicke von 8µm alle 40 Schnitte einen neuen HE-
Schnitt an,  um zu kontrollieren, ob noch immer das gewünschte Gewebe zum Anschnitt 
kommt. Da mit unserem Multiblock-Verfahren Schnitte mit 4µm dicke hergestellt werden 
können, kann bei uns die doppelte Menge an Schnitten hergestellt werden, bis ein neuer HE-
Schnitt notwendig wird.  
 
2.3.2 Gewebestanzen herstellen und dokumentieren 
 
 
 
 
Abb. 3.3: Handstanze 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4: 
Die Handstanze wird senkrecht in die 
markierten Areale des Paraffinblocks 
bis zum Anschlag gestochen, 
mehrfach leicht hin und her gedreht 
und senkrecht wieder herausgezogen. 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5: 
Durch Druck auf den Stempel wird 
die gewonnene Gewebestanze heraus 
geschoben und kann in ein 
Transportröhrchen abgestreift wer-
den. 
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Das „Multiblock-Kit“ umfasst eine Handstanze (Durchmesser 1,5mm), eine Pinzette, 
Transportboxen für 9x9 Transportröhrchen (Eppendorf), stehende Transportröhrchen mit 
Schraubverschluß (leichte Handhabung), Gewebetabellen und Multiblockschablonen. 
Die Handstanze besitzt eine geschliffene Hohlnadel, in der ein Stempel mit Rückholfeder 
steckt. Durch drücken auf das Stempelende wird die Gewebestanze aus der Hohlnadel nach 
vorne ausgestoßen.  
Beim eigentlichen Stanzen wird die Handstanze unter sanftem Druck senkrecht in die farbig 
markierten Areale des Paraffinblockes eingestochen bis zum Anschlag an die 
Kunststoffkassette. Durch mehrfaches leichtes hin- und herdrehen wird der 
Gewebestanzzylinder in der Nadel vom Boden abgelöst und kann mit der Handstanze 
senkrecht herausgezogen werden. Entsprechend wurden alle markierten Areale gestanzt. 
Die Stanzen wurden in einzelnen entsprechend vorbereiteten und zweifelsfrei zu 
identifizierenden Transportröhrchen bis zur weiteren Verarbeitung deponiert. Jeder Kategorie 
eines Patientenfalles (Haupttumor, Lymphknoten mit Metastase, Lymphknoten ohne 
Metastase und tumorfreier Resektionsrand) wurde eine eigene Nummer in der Gewebetabelle 
zugeteilt. Diese, die Patientenfallnummer und die Anzahl der Gewebestanzen mit einer 
Gewebedicke ≥1,6mm, wurden in der Gewebetabelle dokumentiert. 
Die Stanzen kamen, gleich welcher Lokalisation sie entnommen wurden, z.B. beim 
Haupttumor Tumorfront oder Tumorzentrum, immer alle in ein Transportröhrchen. Gab es zu 
einer Kategorie eines Patientenfalles mehr als einen Paraffinblock, so wurde zwischen den 
Stanzen nicht differenziert, sie erhielten alle die gleiche Nummer. 
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2.3.3 Herstellung der Multiblöcke 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.6: 
Leerer Empfängerblock 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.  3.7:  
Fast vollständig bestückter Multibock 
 
 
 
 
Abb. 3.8:  
HE-Färbung eines Multiblockschnitts 
 
 
Das Multiblockverfahren bietet 3 Blockgrößen an, mit 1-9, 10-60 (Optimum) und 61-96 
(Maximum) Gewebestanzen. Die Blöcke mit 60 Stanzen wurden eingesetzt. 
 
Die Paraffinblöcke, aus denen die Stanzen entnommen werden, bezeichnet man als 
Spenderblöcke und die, in die sie eingesetzt werden, als Empfängerblöcke. Die 
Empfängerblöcke werden aus dem gleichen Paraffin hergestellt wie die Spenderblöcke und 
haben eine Größe von 3,5 x 2,2 cm2. Auf einer Fläche von 1,8 x 1cm2 sind innerhalb des 
Empfängerblocks 60 Löcher mit einem Abstand von 0,5 mm und einem Durchmesser von 1,5 
mm, entsprechend den Gewebestanzen eingebracht. Ein 61. Loch links neben die zweite 
Reihe gesetzt, dient der Orientierung. Dort wird eine Gewebestanze anderen Gewebes als die 
übrigen eingebracht, in den vorliegenden Fällen, Herzmuskel vom Hund.  
Die Empfängerblöcke wurden vom Institut für Biochemie zur Verfügung gestellt.  
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Es wurden von einem Patientenfall maximal 5 und minimal 1 Stanze eingesetzt. Bei der 
Auswahl der Stanze aus den  Transportröhrchen war das einzige Kriterium die Gewebedicke. 
Eine Mindestdicke von 1,6mm wurde festgelegt, um beim Einschmelzen ein Lösen der 
Stanzen aus dem Multiblockverband zu verhindern und eine ausreichende Anzahl an 
Serienschnitten zu ermöglichen. Die durchschnittliche Gewebedicke lag bei 2mm.  
Vor dem eigentlichen Einsetzen der Stanzen in die Empfängerblöcke wurde diese zunächst 
auf Multiblockschablonen verteilt und denen dann folgend in die Multiblöcke eingesetzt.  
Die Stanzen der einzelnen Patientenfälle wurden auf verschiedene Multiblöcke verteilt, um 
eine Selbstbeeinflussung zu verhindern. Insgesamt wurden 10 unterschiedliche Multiblöcke 
erstellt. 
Zum Schluss wurden die Multiblöcke vom Institut für Biochemie weiterbearbeitet, so dass 
danach die Gewebestanzen fest mit dem neuen Paraffin verbunden waren. Der fertige 
Multiblock ist verwendbar wie jeder gewöhnliche Paraffinblock. 
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2.4 Immunhistochemie  
2.4.1 Vorbereitung der Präparate 
Mit dem Rotationsmikrotom wurden 4µm dünne Schnitte von allen Paraffinblöcken, 
einschließlich der TMA hergestellt. Es wurden jeweils 7 Schnitte von jedem ganzen 
Paraffinblock und jeweils 10 Schnitte von jedem TMA angefertigt. Die TMA-Schnitte eines 
Blocks wurden absteigend durchnummeriert, um nachhalten zu können, wie sich das 
Gewebeareal von Interesse in den tiefer gelegenen Schnitten darstellt. 
Nach dem Schneiden und Auflegen auf dem Wasserbad (40°C), wurden sie auf sialinisierte 
und mit Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger aufgezogen und über Nacht bei 37°C 
getrocknet. 
Die p53- und Ki-67-Färbungen wurden nicht manuell, sondern im DAKO TechMate 500 plus 
durchgeführt. Daher müssen diese Schnitte auf spezielle Objektträger, so genannte 
Kapillarspaltobjektträger, aufgezogen werden. Da die Objektträger vorbehandelt 
(elektrostatisch geladen) sind, ist es nicht notwendig, diese zu beschichten, damit die 
Gewebeschnitte besser am Objektträger haften. Sie werden ebenfalls über Nacht bei 37°C 
getrocknet. 
2.4.2 Entparaffinierung und Rehydrierung  
Dieser Schritt ist notwendig, um das Gewebematerial vom Paraffin zu befreien um es für die 
zu benutzenden Antikörper freizulegen. Unvollständiges Entfernen des Paraffins führt zu 
vermehrtem unspezifischen Färben. 
Die Proben werden in einem Xylolbad über 20 min. deparaffiniert und dann in einer 
absteigenden Alkoholreihe (5 min. 100%iges, 1min. 96%iges und 1min. 70%iges Äthanol) 
rehydriert.  
Anschließend werden die Präparate mehrmals in Aqua dest. gespült, um sie vom Alkohol zu 
befreien und in Phosphatpuffer, das als Zwischenmedium dient, eingestellt. 
2.4.3 Hemmung der endogenen Peroxidase 
Eine wichtige Reaktion bei der Immunhistochemie beruht auf der Substrat-
Chromogenreaktion, bei der die Peroxidase sichtbar gemacht wird. Um sicherzustellen, dass 
es sich um die während der Immunreaktion dargestellte und für die Lokalisierung der 
zellulären Antigene verantwortliche Peroxidase handelt, ist es notwendig, die endogene 
Peroxidase zu hemmen. Diese liegt vorrangig in den weißen und roten Blutkörperchen vor. 
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Zur Hemmung der endogenen Peroxidase bei der p53- und Ki67-Färbung dient ein 1%iges 
H2O2-Methanol-Gemisch (Methanol → reinst, H2O2 → 30%ig, Mischungsverhältnis → H2O2: 
Methanol = 2:58), in dem die Schnitte 20 Minuten inkubiert werden. 
Dieser Schritt wird noch in die absteigende Alkoholreihe der Rehydrierung eingeschoben. 
Bei den CD34- und CD105-Färbungen erfolgt die Hemmung der endogenen Peroxidase im 
ersten Schritt des CSA-Kits, durch Inkubation mit 3% Hydrogen Peroxid. Dieser Schritt 
macht eine vorausgehende Behandlung mit dem H2O2-Methanol-Gemisch überflüssig.  
2.4.4 Demaskierung von Antigen (antigen retrieval) 
Zur Antigen-Demaskierung gibt es zwei Verfahren: den Dampfdrucktopf und den 
Mikrowellenofen. 
Ziel dieser Behandlung ist es den Antikörpern ihre zellulären Antigene zugänglich zu 
machen. Die Schnitte befinden sich bei beiden Verfahren während des Kochvorgangs in mit 
Citratpuffer gefüllten Kunststoffküvetten.  
Die Schnitte für die CD105-Färbungen wurden mit dem Dampfdrucktopf für 10 min. 
vorbehandelt. 
Die Schnitte für die p53- und Ki67-Färbungen wurden mit dem Mikrowellenofen 3x5 min. 
vorbehandelt. 
Bei beiden Verfahren wird im Anschluss der Citratpuffer nach und nach durch PBS ersetzt. 
2.4.5 Reagenzien und Geräte 
1) Citratpuffer 
2 g Zitronensäure auf 1 l Aqua dest., pH-Wert auf 6,0 einstellen 
 
2) Phosphatpuffer (PBS) 
47,75 g PBS-Pulver auf 5 l Aqua dest. 
 
3) Bovine-Serum-Albumin (BSA)/Phosphatpuffer (PBS) 
5 g BSA auf 100 ml Aqua dest. (→10%ig), bei Anwendung mit PBS auf 1% verdünnen 
4) Wash Buffer Solution (TBST)→ 0,05MTris-HCl, pH 7,6  
Zur Herstellung von 1 l TBST benötigt man 7,88 g Tris-HCl, 17,532 g NaCl und 1 ml Tween 
20 (erst nach rühren zugeben) und füllt es mit Aqua dest. auf 1 l auf. 
 
5) Primärantikörper: Endoglin (CD105), mouse monoclonal antibody 
Spezifität: Human endoglin glycoprotein  
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Klon: 4G11 
Ig-Klasse: IgG2a 
Verdünnung 1:2000 mit BSA/PBS 
Firma: Novocastra Laboratories Ltd., United Kingdom 
 
6) Primärantikörper: CD34, mouse monoclonal antibody 
Immunogen: Human endothelial cells (HUVE) 
Klon: QBEND10 
Isotyp: IgG1 
Firma: Immunotech, France (Marseille) 
 
7) DAKO® Catalysed Signal Amplification (CSA) System, Peroxidase 
Dieses System wird mit Primärantikörpern von der Maus zur Identifikation von Antigenen 
mit dem Lichtmikroskop sowohl bei in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten 
Schnitten verwendet. Bei uns wurde dieses System mit den Primärantikörpern CD105 und 
CD34 eingesetzt. 
Reagenzien des Kits: 
1. Hydrogen Peroxide (Wasserstoffsuperoxid) 
2. Protein Block 
3. Link antibody: Biotinylierter Antikörper gegen Maus- und Kaninchen-Immunglobine 
(biotinylierter Sekundärantikörper) 
4. Streptavidin-Biotin Complex, Reagenz A                                                                                                 
            Streptavidin-Biotin Complex, Reagenz B 
            Streptavidin-Biotin Complex, Diluent (Puffer) 
            Streptavidin-Biotin Complex mindestens 30 min. vor Gebrauch herstellen:    
            1 ml Puffer + 40 µl Reagenz A (1 Tropfen) + 40 µl Reagenz B (1 Tropfen) 
5. Amplification Reagent: Biotinylierte Tyramide und Wasserstoffperoxid 
6. Streptavidin-Peroxidase (Meerrettichperoxidase) 
7. Substrate Tablets, DAB Chromogen (DAB=3,3`Diaminobenzidintetrahydrochlorid) 
Substrate, Tris Buffer Concentrate (Tris-Pufferkonzentrat) 
            Substrate, Hydrogen Peroxide 
            Herstellung der Chromogen-Substratlösung (CHROM) : 
a) Substrattabletten auf  Raumtemperatur bringen 
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b) 10 Tropfen des Tris-Pufferkonzentrats in einen Testtube bis 10 ml mit Aqua dest. 
auffüllen und mischen 
c) 1 Substrattablette zu dem angesetzten Gemisch dazugeben und vortexen, um die 
Tablette zu lösen → DAB-Lösung 
d) pro 2 ml DAB-Lösung 1 Tropfen Wasserstoffperoxid → CHROM 
 
DAKO® Catalysed Signal Amplification (CSA) System, Peroxidase 
DAKO Corporation • 6392 Via Real • Carpinteria, CA 93013 USA 
 
8) DAKO Epidermal Growth Factor Receptor Detection System 
Das EGFR pharmDx Kit  ist für in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Proben. 
1. Proteinase K Solution (Proteinase-K-Lösung) 
2. Peroxidase Block: 3% Wasserstoffperoxid 
3. Primärantikörper: EGFR (Wachstumsfaktorrezeptor), monoclonal mouse 
anti-human EGFR 
Klon: 2-18C9 
                        4.   Labeled Polymer, HRP (= horseradish peroxidase= Meerretich- 
peroxidase): Dextranpolymer konjugiert mit Meerrettichperoxidase und 
Ziegen-Antikörper gegen Maus-Immunglobuline 
                        5.   DAB + Substrate Buffer 
Liquid DAB + Chromogen 
Herstellung der Substrat-Chomogenlösung: 1 ml DAB + Substratpuffer mit 
1 Tropfen Liquid DAB mit Chromogen vermischen 
6. Wash Buffer 10x: 
Herstellung der Waschpufferlösung: Waschpuffer 1:10 mit Aqua dest. 
Verdünnen 
 
DAKO® Catalysed Signal Amplification (CSA) System, Peroxidase 
DAKO Corporation • 6392 Via Real • Carpinteria, CA 93013 USA 
 
9) Primärantikörper: Ki67, monoclonal mouse anti-human Ki67 antigen 
Immunogen: Human recombinant peptide corresponding to a 1002 bp Ki67 
Klon: MIB-1 
Isotyp: IgG1, kappa 
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Verdünnung 1:1250 mit DAKO-Cytomation ChemMate™ Antibody Diluent 
Firma: DAKO A/S • Produktionsvej 42 • DK-2600 Glostrup • Denmark 
 
10) Primärantikörper: p53, mouse monoclonal antibody 
Klon: DO-1 
Isotyp: IgG2a, kappa 
Epitop: Amino acid residues 21-25 of human p53 
Verdünnung 1:20 mit DAKO-Cytomation ChemMate™ Antibody Diluent 
Firma: Calbiochem-Novabiochem International 
            Oncogene Research Products, United Kingdom (Cambridge) 
 
11) ChemMate™ Buffer Kit 
1.   Washing Buffer 1 
2.   Washing Buffer 2 
3.   Washing Buffer 3 (identisch mit Washing Buffer 2) 
4.   Water Wash (H2O) 
 
Firma: DAKO A/S • Produktionsvej 42 • DK-2600 Glostrup • Denmark 
 
12) DAKO ChemMate™ Detektionskit, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse 
Der DAKO ChemMate™ Detektionskit, Peroxidase/DAB, Kaninchen/Maus wird zum 
Nachweis von Kaninchen- bzw. Maus Primärantikörpern in immunhistochemischen 
Verfahren eingesetzt. Der Kit wurde speziell entwickelt für den Einsatz auf dem DAKO 
TechMate™ 500/1000 und Horizon Immunfärbe-automaten. Wir haben den DAKO 
TechMate™ 500 plus Immunfärbeautomaten eingesetzt.  
Reagenzien des Kits: 
1. Link, Biotinylated Secondary Antibodies (biotinylierter  
Sekundärantikörper) 
2. Streptavidin Peroxidase (HRP) 
3. Diaminobenzidine Solution  
HRP Substrate Buffer  
Herstellung der Chromogen-Substratlösung (CHROM): 
20 µl Diaminobenzidin-Lösung auf  1 ml Substatpuffer 
Firma: DAKO A/S • Produktionsvej 42 • DK-2600 Glostrup • Denmark 
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13) DAKO TechMate™ 500 plus 
Mit Hilfe des DAKO TechMate™ 500 plus können immunhistochemische Färbungen auf 
Objektträgern automatisch, schnell und reproduzierbar durchgeführt werden. Die benötigten 
Reagenzien sind die verschiedenen Primärantikörper, die Puffer des ChemMate™ Buffer Kit, 
die Reagenzien des DAKO ChemMate™ Detektionskit und für die Gegenfärbung 
Hematoxylin. 
Der Autostainer wurde für die p53- und Ki67-Färbungen eingesetzt. In diesen Fällen muss 
man die Schnitte auf spezielle Objektträger, so genannte Kapillarspaltobjektträger, aufziehen. 
Es gibt drei Arten, für in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte verwendet man die grau-
markierten, 75µm dick. 
Die Kapillarspaltobjektträger mit Gewebeschnitten (entparaffiniert, rehydriert und im 
Mikrowellenofen vorbehandelt) werden paarweise aufrecht in die Objektträgerhalter gestellt. 
Ein Objektträgerhalter hat Platz für 60 Objektträger, d.h. 30 Objektträgerpaare. Jedes 
Objektträgerpaar bildet einen Kapillarspalt. In den einzelnen Verfahrensschritten werden die 
Reagenzien sanft mit Hilfe der kapillaren Reaktion über die Gewebeschnitte gezogen. 
Der Objektträgerhalter mit seinen Objektträgern wird später dem eingestellten Programm 
folgend, bei uns war es das Routineprogramm, automatisch von Reagenziengefäß zu 
Reagenziengefäß in den einzelnen Fächern des Gerätes transportiert.  
Es gibt entsprechend der Reagenziengruppen d.h. Primärantikörper, Sekundärantikörper, etc. 
Reagenziengefäße. Jedes Reagenziengefäß hat 30 Vertiefungen, eine für jedes 
Objektträgerpaar. Daher können 30 verschiedene Primärantikörper und damit 30 verschiedene 
Färbungen gleichzeitig laufen. Eigentlich sogar 60, da pro Lauf auf dem DAKO TechMate™ 
500 plus 2 Objektträgerhalter gleichzeitig eingesetzt werden können.  
Der Objektträgerhalter mit seinen Objektträgern verbleibt in den einzelnen Reagenzien 
entsprechend der über das Programm eingestellten Inkubationszeit.  
Zwischen jedem einzelnen Schritt wird der Objektträgerhalter auf einem bestimmten Pad 
(Saugkissen) abgestellt. Dort wird das Reagenz aus dem vorherigen Schritt aus dem 
Kapillarspalt gezogen und dadurch Platz für das nächste Reagenz geschaffen.  
Das Routineprogramm dauert 2 h und 12 min. und umfasst die komplette Färbung 
einschließlich der Gegenfärbung.  
DAKO Diagnostika GmbH • Postfach 700407 • 22004 Hamburg 
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2.4.6 Prinzip und Ablauf der CD105- und CD34-Färbung 
1. Prinzip der CD105- und CD34-Färbung  
Das DAKO CSA System, das auf der modifizierten ABC-Methode (modifiziert da Avidin 
durch Streptavidin ersetzt wurde) basiert und zusätzlich noch durch ein 
Signalamplifikationsreagenz verstärkt wird (modified ABC procedure utilizing catalysed 
signal amplifikcation, CSA), ist extrem sensitiv. 
Das Eiweißglykoprotein Streptavidin bindet sowohl das Vitamin Biotin (4 Moleküle) als auch 
das Enzym Peroxidase. Peroxidase wiederum bindet auch an Biotin. Es werden 5 Reagenzien 
benötigt. 
Das erste ist der Primärantikörper spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen gerichtet. 
Der Sekundärantikörper, der sich an den ersten binden kann, ist mit Biotin konjugiert. Das 
dritte Reagenz ist ein mit Peroxidase konjugierter Streptavidin-Biotin-Komplex. Das vierte 
Reagenz ist das Signalamplifikationsreagenz, ein phenolisches Substrat (Biotinyl-Tyramid), 
das durch die gebundene Peroxidase katalysiert wird, ein unlösliches biotinyliertes Phenol 
bildet und sich um die Antigene herum ablagert. Das abgelagerte Biotin reagiert wiederum 
mit dem Streptavidin des fünften Reagenz, der Streptavidin-Peroxidase. Das führt zu einer 
zusätzlichen Bindung an Enzymmoleküle und damit zu einer zusätzlichen Umsetzung des 
DAB (Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) in sein braunes Reaktionsprodukt. 
2. Ablauf der CD105- und CD34- Färbung 
 
                  CD105                                                 CD34 
Objektträger sialinisieren und mit Poly-L-Lysin  beschichten.                  
 
 
 
Schneiden der Paraffinblöcke und Aufziehen auf dem Objektträger. 
 
 
                           Deparaffinieren und Rehydrieren 
 
                                   
 
           Dampfdrucktopf 
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                  CSA-Kit (alle Schritte in der feuchten Kammer)    
                  
                                      Hydrogen Peroxide       
5 min. inkubieren → mit Aqua dest. spülen → mindestens 3 min. TBST-bad → Schnitt 
trocknen 
 
 
                                         Protein Block 
       5 min. inkubieren → Schnitt nicht spülen, nur trocknen 
 
                              
Primärantikörper, CD105                        Primärantikörper, CD34 
Über Nacht bei 4°C inkubieren              60 min. bei 37°C inkubieren 
      Mit TBST spülen → 3x3-5 min. TBST-bad→ Schnitt trocknen 
 
 
                                        Link Antibody 
15 min. inkubieren → mit TBST spülen → 3x3-5 min. TBST-bad → Schnitt trocknen 
 
 
                              Streptavidin-Biotin Complex 
15 min. inkubieren → mit TBST spülen → 3x3-5min. TBST-bad → Schnitt trocknen 
                               
 
                                Amplification Reagent 
15 min. inkubieren → mit TBST spülen → 3x3-5min. TBST-bad → Schnitt trocknen 
 
 
                                 
                               Streptavidin-Peroxidase 
15 min. inkubieren → mit TBST spülen → 3x3-5min. TBST-bad → Schnitt trocknen 
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                              Substrat-Chromogen Solution 
                   5 min. inkubieren → mit Aqua dest. spülen 
 
 
                           Counterstain (Methylgrün) 
15 min. inkubierenn → 2x5 min. Butanol → 5 min. Xylol → eindecken 
 
2.4.7 Prinzip und Ablauf der EGFR-Färbung 
1. Prinzip der EGFR-Färbung 
Das EGFR pharmDx kit enthält ein gebrauchsfertiges Visualisierungsreagenz basierend auf 
der Dextran Methode.  
Das Dextran Polymer bildet ein Grundgerüst an das der Sekundärantikörper und 
Meerrettichperoxidase-Moleküle gebunden sind, dadurch wird die sonst folgende Anwendung 
von Link-antibodies  und Peroxidase-Konjugaten unnötig. 
Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper und dem Labeled Polymer erfolgt bereits die 
Inkubation mit dem DAB, das sich als sichtbares Reaktionsprodukt auf der Antigenseite 
ablagert. 
2. Ablauf der EGFR-Färbung 
 
Objektträger sialinisieren und mit Poly-L-Lysin  beschichten.                  
 
 
Schneiden der Paraffinblöcke und Aufziehen auf dem Objektträger. 
 
 
                           Deparaffinieren und Rehydrieren 
 
 
           EGFR pharmDx Kit (alle Schritte in einer feuchten Kammer) 
                                  Proteolytic Digestion 
5 min. inkubieren → mit Aqua dest. spülen → 5 min. Aqua dest.-Bad → Schnitt trocknen 
 
 
                                      Peroxidase Block 
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5 min. inkubieren → mit Waschpuffer spülen → 5 min. Waschpufferbad→ Schnitt trocknen 
 
 
                                 Primärantikörper, EGFR 
30 min. inkubieren → mit Waschpuffer spülen → 5 min. Waschpufferbad → Schnitt trocknen 
 
 
                                 Labeled Polymer, HRP 
30 min. inkubieren → mit Waschpuffer spülen → 5 min. Waschpufferbad → Schnitt trocknen 
 
                           Substrate-Chromogen Solution 
10 min. inkubieren → mit Aqua dest. spülen → 2-5 min. Aqua dest.-Bad 
 
                               Counterstain (Methylgrün) 
15 min. inkubieren → 2x5 min. Butanol → 5 min. Xylol → eindecken 
 
2.4.8 Prinzip und Ablauf der p53- und Ki67-Färbung 
1. Prinzip der p53- und Ki67-Färbung 
Das ChemMate™ Detection System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse basiert auf der Labelled 
Streptavidin-Biotin (LSAB) Methode. 
Das erste Reagenz ist der Primärantikörper spezifisch gegen das zu bindende Antigen. Der 
Sekundärantikörper, der sich an den ersten binden kann, ist mit Biotin konjugiert. Das dritte 
Reagenz, der Streptavidin-Peroxidase Komplex, bindet über das Streptavidin an das Biotin 
des Sekundärantikörpers.  
Im nächsten Schritt wird die Substrat-Chromogen-Lösung dazugegeben und DAB in sein 
braunes Reaktionsprodukt überführt. 
 
2. Ablauf der p53- und Ki67-Färbung 
Schneiden der Paraffinblöcke und Aufziehen auf die Kapillarspaltobjektträger. 
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 Deparaffinieren, Hemmung der endogenen Peroxidase (H2O2-Methanol-Gemisch) und 
Rehydrieren 
 
   
                                       Mikrowellenofen 
 
 
Ab hier alle Schritte auf dem DAKO TechMate™ 500 plus, entsprechend dem 
Routineprogramm (Dauer: 2 h 12 min.). Das Routineprogramm legt die Positionen der 
Reagenzien und Saugkissen (Pads) auf dem DAKO TechMate™ 500 plus fest. Folgend sind 
nur die Hauptschritte aufgeführt: 
 
                             Primärantikörper, p53 oder EGFR 
                                      25 min. inkubieren 
 
                      
                     Link, Biotinylated Secondary Antibodies 
                                       25 min. inkubieren 
 
 
                            Streptavidin Peroxidase (HRP) 
                                        25 min. inkubieren 
 
 
                             Chromogen-Substrat-Lösung 
                                    3x5 min. inkubieren 
           
 
                             Counterstain (Hematoxylin) 
                                     1 min. inkubieren 
Jedem Hauptschritt folgen mehrere Waschschritte mit den Puffern des ChemMate™ Buffer 
Kit. Zwischen jedem einzelnen Schritt wird der Objektträgerhalter auf einem bestimmten Pad 
(Saugkissen) abgestellt. Dort wird das Reagenz aus dem vorherigen Schritt aus dem 
Kapillarspalt gezogen und dadurch Platz für das nächste Reagenz geschaffen.  
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2.5 Bilderstellung 
Die CD34-, CD105-, p53- und Ki67-Färbungen wurden über AnalySiS (Soft Imaging System 
GmbH) ausgewertet.  
Dafür wurden alle CD34, CD105, p53 und Ki67 gefärbten Schnitte in 200facher (Okular 10x, 
Objektiv 20x) Vergrößerung mit dem Axioplan 2 imaging Zeiss Mikroskop mikroskopiert 
und Areale über eine digitale Kamera (Color View, Soft Imaging System GmbH; Bits pro 
Pixel: 24; Pixel: 2048x1536; Bildtyp: RGB; Kanal: ColorView II FW; Breite: 553,999786; 
Höhe: 415,49984; Kalibriereinheit: µm) abfotografiert.  
Pro Schnitt wurden bei CD105 und CD34 4 bis 5 Bilder aus unterschiedlichen Arealen des 
Gewebes aufgenommen. Bei den Multiblockschnitten der p53- und Ki67-Färbungen wurden 
durchschnittlich 2 bis 3 Bilder pro Stanze angefertigt. 
Bei Haupttumor und Lymphknoten mit Metastase, wurden bevorzugt die „vascular hot spots“  
des Tumors und des Tumorstromas, beim tumorfreier Resektionsrand, das Plattenepithel und 
die darunter gelegene Lamina propria  und bei  Lymphknoten ohne Metastase, lymphatisches 
Gewebe, abfotografiert.  
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2.6 Quantitative Rechnergestützte Auswertung für CD34 und CD105, p53 
und Ki67     
Die quantitative rechnergestützte Auswertung der CD34-, CD105-, p53- und Ki67-Bilder 
erfolgte mit der Bildanalyse- und Bildarchivierungssoftware AnalySiS. Die p53 und Ki67 
gefärbten Multiblockschnitte wurden darüber hinaus noch über ein semiquantitaives 
Scoreverfahren ausgewertet. Zur Unterscheidung der Ergebnisse dieser beiden 
Auswerteverfahren erhielten die semiquantitativ ermittelten Ergebnisse den Zusatz score 
(p53-score, Ki67-score) und die quantitativ über AnalySiS errechneten Ergebnisse den Zusatz 
per (p53-per, Ki67-per). 
 
AnalySiS arbeitet über die Erkennung und dann folgende Auswertung von Partikeln innerhalb 
eines vorher definierten Farbbereiches. Es kann verschiedene Partikel eines Gewebes nur 
farblich differenzieren. Aufgabe der Färbungen ist es daher die Partikel, die von AnalySiS 
ausgewertet werden sollen, farblich deutlich von den übrigen Partikeln der Umgebung 
abzugrenzen.  
Die durch unsere Färbungen hervorgehobenen Partikel sind alle Gefäße der Gewebeschnitte 
bei CD34, nur die tumorinduzierten Gefäße bei CD105 und bestimmte Zellkerne bei p53 und 
Ki67. 
Ein Partikel ist eine zusammenhängende Menge von Bildpixeln, die alle innerhalb eines 
definierten Farbbereiches liegen. Vor jeder Partikeldetektion legt man einen Farbbereich fest, 
der die Partikel für das System definiert. Die Definition des Bereichs wird als 
Farbschwellenwertsetzung bezeichnet. Die Farbschwellenwerte können sowohl nach dem 
RGB (rot, grün, blau)- als auch nach dem HSI (Farbwert, Sättigung und Intensität)-Modell 
gesetzt werden. Hier wurden sie nach dem HSI-Modell gesetzt. 
Die Einstellung der Schwellenwerte erfolgt immer in direktem Zusammenhang mit der 
Austestung am auszuwertenden Bild. Man muss am Bild kontrollieren, ob alle Gefäße von der 
Austestung erfasst werden. Ist der untere Schwellenwert zu niedrig und der obere zu hoch 
eingestellt, so werden unspezifische Strukturen registriert und mit in die Auswertung 
eingerechnet. 
Bei der CD34-Färbung wurden die Schwellenwerte interaktiv im Histogramm eingestellt, d.h. 
bei jedem Bild wurde kontrolliert, ob die Einstellung auch für dieses Bild optimal ist. 
Ansonsten wurden neue Farbschwellenwerte festgelegt. 
Für die übrigen Färbungen wurden die Schwellenwerte nicht interaktiv, sondern einmalig im 
Histogramm für alle Bilder eingestellt. Es hatte sich bereits bei der CD34- Auswertung 
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gezeigt, dass bei einer guten Einstellung der Farbschwellenwerte die interaktive Korrektur im 
Historamm zwischen den einzelnen Bildern häufig gar nicht mehr erforderlich oder nur 
minimal war. 
Die Farbschwellenwertfestlegung der übrigen Färbungen erfolgte durch Austestung an 
mehreren Bildern aus allen vier Kategorien, um eine optimale jeder Kategorie 
gerechtwerdenden Einstellung zu finden. 
AnalySiS bietet eine Makrosprache für die Automatisierung sich wiederholender 
Arbeitsschritte, „Imaging C“.  
Sie wurde genutzt, um den sich wiederholenden Arbeitsschritt der Bildauswertung, an den 
vorgegebenen optimierten Schwellenwerten zu automatisieren. 
In einem weiteren Schritt wurden die Partikelparameter festgelegt, die in die Messtabelle 
aufgenommen werden sollten. Man unterscheidet vier übergeordnete Typen: Abstand, Dichte, 
Fläche und ID, alle anderen Parameter sind einer dieser Typen untergeordnet. 
Darüber hinaus kann man mit den Partikelparametern einen Partikelfilter konstruieren, da 
man für jeden Parameter seinen Bereich definieren kann. Alle Partikel, die außerhalb des 
definierten Bereiches liegen, bleiben in den Messtabellen unberücksichtigt. In dem Fall 
wurden alle Partikel, die kleiner sind als 5µm von vorn herein ausgeschlossen. 
Die folgenden Parameter wurden von AnalySiS in den abfotografierten Bildern berechnet: 
 
Durchmesser Maximum: Der maximale Durchmesser durch den Partikelschwerpunkt. 
Durchmesser Minimum: Der minimale Durchmesser durch den Partikelschwerpunkt . 
Durchmesser Mittel: Der mittlere Durchmesser durch den Partikelschwerpundt. 
Feret Maximum: Der maximale Abstand paralleler Tangenten an gegenüberliegenden 
Partikelrändern. 
Feret Minimum: Der minimale Abstand paralleler Tangenten an gegenüberliegenden 
Partikelrändern. 
Feret Mittel: Der mittlere Abstand paralleler Tangenten an gegenüberliegenden 
Partikelrändern. 
Equivalent Circle Diameter (ECD): Der ECD-Wert ist der Durchmesser eines Kreises, der 
eine Fläche besitzt, die gleich der Fläche des Partikels ist.  
Fläche/Area: Partikelfläche in der Einheit der aktuellen Bildkalibrierung. Die Fläche berech-
net sich aus der Anzahl der Pixel mal den Kalibrierungsfaktoren in X- und Y-Richtung. 
Formfaktor: Der Formfaktor beinhaltet Informationen über die „Rundheit“ von Partikeln. 
Für kreisförmige Partikel ist der Formfaktor 1, für alle anderen ist er kleiner als 1. 
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Umfang 
Anzahl 
 
Die Messergebnisse wurden von AnalySiS in Exceltabellen zusammengestellt und diese für 
die weitere statistische Auswertung in Statview (SAS Institute Inc. • SAS Campus Drive • 
Cary, North Carolina 27513 • USA) überführt. 
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2.7 Semiquantitative Auswertung für p53, Ki67 und EGFR 
Die Auswertung von p53, Ki67 und EGFR erfolgt semiquantitativ anhand der Stanzen in den 
10 Multiblöcken. Pro Patientenfall pro Kategorie stehen einem 1 (ausgenommen den beiden 
β- und dem γ-Fall, wo man keine brauchbare Stanze gewinnen konnte) bis maximal 5 Stanzen 
für die Auswertung zur Verfügung. 
Der erste Schnitt jeden Multiblocks wurde HE gefärbt. Die HE-Schnitte wurden 
mikroskopiert und ausgewertet in der Hinsicht, welche das gewünschte Gewebematerial in 
ausreichender Menge (mindestens 10% der Stanze) und in guter Qualität (nicht nekrotisch 
und nicht verhornt) enthielten. 
Insgesamt wurden 198 Haupttumor-, also α-Stanzen, von 47 Patienten eingesetzt. Davon 
waren ca. 141 Stanzen verwertbar, das heißt 71,2% und durchschnittlich 3 Stanzen pro 
Patientenfall.  
Die Hauptursache für den Ausfall bei den α-Stanzen war nekrotisches Gewebe und zu wenig 
oder gar kein Tumorgewebe, weil daneben gestanzt wurde.  
Von den tumorfreien Schnitträndern, also den β-Stanzen, waren letztendlich ca. 85 Stanzen 
auswertbar, das heißt 69,7% und durchschnittlich 1,8 Stanzen pro Patientenfall.  
Die Hauptursache für den Verlust an β-Stanzen war, das daneben gestanzt wurde. 
Von dem metastatischen Lymphknotengewebe, wurden 83 Stanzen von insgesamt 25 
Patienten eingesetzt. Von diesen waren verwertbar 60 Stanzen, das heißt 72,3% und 
durchschnittlich 2,4 Stanzen pro Patientenfall.    
Tumorfreies Lymphknotengewebe, wurde bei diesen Färbungen nicht berücksichtigt, weil nur 
Plattenepithel- und Plattenepithelkarzinomzellen ausgewertet wurden.  
Bei den Leerschnitten für die p53-Färbung gingen 8 (1,3%), für die Ki67-Färbung 6 (1%) und 
für die EGFR-Färbung 10 (1,7%) Stanzenplättchen verloren. Während des eigentlichen 
Färbevorgangs kam es nicht mehr zu einem Verlust weiterer Stanzenplättchen. 
Die EGFR-Färbung ist eine Zellmembranfärbung, die p53- und Ki67-Färbung sind 
Zellkernfärbungen.  
Bei der semiquantitativen Auswertung der EGFR- und p53-Färbung wurde die Intensität der 
stärksten Zellmembran- bzw. Zellkernfärbung mit 0-3 und bei ≥ 10% ihr prozentualer Anteil 
angegeben. War der prozentuale Anteil der stärksten Zellmembran- bzw. Zellkernfärbung < 
10%, so wurde die Intensität der zweit stärksten Färbung und ihr prozentualer Anteil 
angegeben.  
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Die Ergebnisse wurden an Hand der folgenden Tabelle bestimmt: 
 
< 10% 10 – 30% 31 – 70% > 70% 
0 0 1 2 3 
1 1 2 3 4 
2 2 3 4 5 
3 3 4 5 6 
Tab. 2: Tabelle zur Auswertung der p53- und EGFR-Färbung (Färbeintensität/prozentualer Anteil 
positiver Zellen) 
 
Bei der Auswertung der Ki67-Färbung wurde die Intensität der Färbung nur mit positiv oder 
negativ erfasst und der prozentuale Anteil der positiven Zellkerne mit 0-100% angegeben. Die 
Ergebnisse wurden an Hand der folgenden Tabelle bestimmt: 
prozentualer 
Anteil < 10% 10 – 30% 31 – 70% > 70% 
Wertung 0 1 2 3 
Tab.3: Tabelle zur Auswertung der Ki67-Färbung 
 
Jede Färbung wurde für sich ausgewertet, das heißt erst wenn die Auswertung der einen 
Färbung vollständig abgeschlossen war, wurde mit der nächsten begonnen. 
 
Bevor mit der eigentlichen Auswertung begonnen wurde, wurde in mehreren Proberunden an 
verschiedenen Tagen alle Multiblöcke mikroskopiert und ausgewertet. Erst wenn die letzten 
drei Proberunden zu ≥90% übereinstimmten, wurde mit der endgültigen Auswertung 
begonnen.  
Alle Multiblockschnitte wurden am gleichen Mikroskop mit 250facher Vergrößerung 
(Objektiv 25x, Okular 10x) mikroskopiert. 
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2.8 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der stetigen Daten der rechnergestützten Auswertung für CD34, 
CD105, Ki67, p53 und EGFR als auch der nominalen Daten für die semiquantitativen 
Auswertungen für Ki67, p53 und EGFR erfolgte nach Import der Daten in SPSS für Windows 
Version 12.0.1 (SPSS GmbH, München). Der Vergleich der Werte zwischen den 
Lokalisationen erfolgte mittels dem nicht parametrischen Mann-Whitney U Test. Getestet 
wurde zwischen T-, N- und G-Stadium ebenfalls mit dem Mann-Whitney U Test. 
Korrelationen zwischen p53, Ki67 und EGFR wurden nach Pearson berechnet. In allen Fällen 
erfolgte die Überprüfung auf zweiseitige Signifikanz. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant 
gewertet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Klinische Daten 
Das Untersuchte Patientenkollektiv umfasst nach Ausschlusskriterien 47 Patienten. 41 
Patienten (87,2%) sind Männer und 6 Patienten (12,8%) sind Frauen. 
Das Durchschnittsalter der Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug 59,9 Jahre 
(Median: 62 Jahre). Der älteste Patient war 79 und der jüngste Patient 42 Jahre alt. 
 
Alter (Jahre) Anzahl 
41 - 50 8 
51 - 60 15 
61 -70 20 
71- 80 4 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.4: Altersverteilung im Patientenkollektiv 
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Abb.4: Altersverteilung im Patientenkollektiv 
 
Im Patientenkollektiv sind alle Tumorstadien der TNM-Klassifikation von T1N0 bis T4N2c 
vertreten. 19% der Tumoren befinden sich im T1-, 45% im T2-, 15% im T3- und 21% im T4-
Stadium. Davon haben 56% der  im  T1-, 43% der im T2-, 71% der im T3- und 60% der im 
T4-Stadium befindlichen Tumoren metastasiert. 
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Die nodale Metastasierungshäufigkeit ist unabhängig vom Tumorstadium bei allen ungefähr 
gleich hoch. 
 
  T1 T2 T3 T4 
N0 4 12 2 4 
N1 2 4 2 1 
N2a 0 2 0 0 
N2b 1 3 1 2 
N2c 2 0 2 3 
Tab.5: Überblick über die Anzahl aller im Patientenkollektiv vertretenen Tumorstadien 
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  Abb.5: Prozentuale Verteilung aller Tumorstadien 
 
 
Bei der histologischen Differenzierung der Karzinome werden drei Ausprägungen 
unterschieden: G1 = gut, G2 = mäßig und G3 = schlecht, undifferenziert.  
 
 
 
 
Grading G1 G2 G3 
Anzahl 1 24 22 
  Tab.6: Verteilung des Grading  
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Abb.6: Verteilung des Grading  
 
Bei der Lokalisation der Tumoren werden vier anatomische Bereiche unterschieden: 
Mundhöhle (Mund), Mundhöhle/Oropharynx (Mund/Oro), Oropharynx (Oro) und 
Oropharynx/Hypopharynx (Oro/Hypo). 
 
Lokalisation Mund Mund/Oro Oro Oro/Hypo 
Anzahl 20 6 9 12 
Tab.7: Verteilung der Lokalisationen der Tumoren 
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Abb. 7: Verteilung der Lokalisationen 
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Eine genauere Zuordnung ist bei Mund/Oro und Oro/Hypo nicht möglich, da man im 
nachhinein nicht mehr entscheiden kann, von wo der Primärtumor letztendlich ausgegangen 
ist. 
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3.2 Beispielbilder für die fünf Färbungen 
3.2.1 p53 (200fache Vergrößerung) 
        
Abb. 8.1.1: Haupttumor (α)                                              Abb.8.1.2: tumorfreier Resektionsrand (β) 
 
       
Abb.8.1.3: Lymphknten mit Metastase (γ)                    Abb.8.1.4: Lymphknoten ohne Metastase (δ) 
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3.2.2 Ki67 (200fache Vergrößerung) 
       
Abb.8.2.1: Haupttumor (α)                                              Abb.8.2.2: tumorfreier Resektionsrand (β) 
        
Abb.8.2.3: Lymphknten mit Metastase (γ)                    Abb.8.2.4: Lymphknoten ohne Metastase (δ) 
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3.2.3 EGFR (200fache Vergrößerung) 
        
Abb.8.3.1: Haupttumor (α)                                              Abb.8.3.2: tumorfreier Resektionsrand (β) 
  
 
 
        
Abb.8.3.3: Lymphknten mit Metastase (γ)                     Abb.8.3.4: Lymphknoten ohne Metastase (δ) 
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3.2.4 CD34 (200fache Vergrößerung) 
        
Abb.8.4.1: Haupttumor (α)                                               Abb.8.4.2: tumorfreier Resektionsrand (β) 
 
 
        
Abb.8.4.3: Lymphknten mit Metastase (γ)                     Abb.8.4.4: Lymphknoten ohne Metastase (δ) 
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3.2.5 CD105 (200fache Vergrößerung) 
        
Abb.8.5.1: Haupttumor (α) Abb.8.5.2: tumorfreier Resektionsrand (β) 
 
 
        
Abb.8.5.3: Lymphknten mit Metastase (γ)                      Abb.8.5.4: Lymphknoten ohne Metastase (δ)
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3.3 Tabellarische Darstellung der deskriptiven Daten von CD34, CD105, p53, 
Ki67 und EGFR      
  Haupttumor (CD34) tumorfreier Schnittrand (CD34) 
  Mittel-w. St-abw. Mn Mx Mittel-w. St-abw. Mn Mx 
Form 0,43 0,08 0,27 0,56 0,32 0,08 0,18 0,59 
Area 52,46 15,68 33,88 104,05 38,94 10,22 22,61 75,7 
F Mit 11,05 1,6 8,6 16,59 10,27 1,08 7,37 12,69 
ECD 8,09 1,16 6,57 11,51 6,99 0,85 5,37 9,82 
D Mit 12,4 1,9 9,56 18,87 11,55 1,32 8,02 14,11 
Umfang 38,79 6,48 28,56 60,35 38,58 4,75 26,3 45,85 
Anzahl 85,17 30,08 31,3 140 123,71 72,12 5,3 282,8 
Tab.8a: Deskriptive Daten von CD34 für Haupttumor und tumorfr. Schnittrand 
 
 
 
  Lymphknoten ohne Metastase (CD34) Lymphknoten mit Metastase (CD34) 
  Mit-w. St-abw. Mn Mx Mit-w. St-abw. Mn Mx 
Form 0,39 0,1 0,18 0,6 0,44 0,12 0,28 0,64 
Area 33,57 5,4 22,39 43,25 39,69 10,4 28,65 66 
F Mit 8,91 0,65 7,47 10,24 9,73 1,2 8,06 12,93 
ECD 6,52 0,54 5,34 7,42 7,06 0,88 6,04 9,17 
D Mit 9,85 0,85 7,99 11,44 10,86 1,63 8,52 14,95 
Umfang 31,4 2,85 25,08 41,75 33,56 3,95 27,53 44,39 
Anzahl 51,88 39,63 2,8 152,6 54,6 32,75 19 127,7 
Tab.8b: Deskriptive Daten von CD34 für Lk ohne und mit Metastase 
3. Ergebnisse  69  
 
  Haupttumor (CD105) tumorfreier Schnittrand (CD105) 
  Mittelw. St-abw. Min Max Mittelw. St-abw. Min Max 
Area 43,81 9,09 31.39 82,14 32,45 10,37 0 50,12 
F Mit 10,23 0,91 8,41 13,41 9,05 2,52 0 12,12 
ECD 7,43 0,73 6,32 10,23 6,2 1,66 0 7,99 
D Mit 11,54 1,04 9,55 14,4 10,23 2,91 0 14,35 
Umfang 36,1 4,23 28,76 50,84 33,42 9,95 0 49,81 
Anzahl 67,13 29,6 15,2 153,6 52,44 64,72 0 275,5 
Tab.9a: Deskriptive Daten von CD105 für Haupttumor und tumorfr. Schnittrand 
 
 
 
  Lymphknoten ohne Metastase (CD105) Lymphknoten mit Metastase (CD105) 
  Mittelw. St-abw. Min Max Mittelw. St-abw. Min Max 
Area 31,21 11,13 0 57,15 40,85 8,21 27,99 65,13 
F Mit 8,27 2,51 0 11,22 9,9 1,11 7,74 11,66 
ECD 6,03 1,75 0 8,53 7,18 0,71 5,97 9,11 
D Mit 9,04 2,82 0 12,7 11,18 1,4 8,38 14,42 
Umfang 30,95 10,04 0 46,59 34,92 5,39 26,63 44,58 
Anzahl 22,99 30,58 0 151,2 70,58 81,43 7,8 363,8 
Tab.9b: Deskriptive Daten von CD105 für Lk ohne und mit Metastase 
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  Haupttumor  tumorfreier Schnittrand  
  Mittelw. St-abw. Min Max Mittelw. St-abw. Min Max 
p53-per 47,8 24,71 4,73 99,14 33,75 19,13 0,31 72,4 
p53-sc 4,52 0,91 3 6 3,85 0,48 3 5 
Ki67-per 20,45 12,99 4,69 65,93 9,27 6,54 0,21 31,88 
Ki67-sc 1,68 0,88 0 5 2,05 2,02 0 5 
EGFR-sc 4,55 0,96 3 6 3,56 1,03 1 6 
Tab.10a: Deskriptive Daten von p53, Ki67 und EGFR für Haupttumor und tumorfr. Schnittrand 
 
 
 
  Lymphknoten ohne Metastase Lymphknoten mit Metastase  
  Mittelw. St-abw. Min Max Mittelw. St-abw. Min Max 
p53-per 22,85 17,55 2,3 77,34 38,85 29,2 0,31 99,29 
p53-sc         4,25 1,56 0 6 
Ki67-per 34,5 16,13 1,32 69,39 18,77 16,26 0,08 77,01 
Ki67-sc         1,53 1,08 0 5 
EGFR-sc       
  
4,44 1,1 3 6 
Tab.10b: Deskriptive Daten von p53, Ki67 und EGFR für Lk ohne und mit Metastase 
 
In Tabelle 8 finden sich alle deskriptiven in SPSS errechneten rechnergestützten Daten zu CD34 
von Haupttumor, tumorfreiem Schnittrand, Lymphknoten und Lymphknoten mit Metastase. Es 
wurden Mittelwert, Standardabweichung, Minimum und Maximum der Parameter Form, Area, 
Feret Mittel, ECD, Diameter Mittel, Umfang und Anzahl berechnet. 
In Tabelle 9 wurden die analogen Daten zu CD105 berechnet. 
In Tabelle 10 finden sich alle deskriptiven in SPSS errechneten rechnergestützten (per) und 
semiquantitativen (score) Daten zu Ki67, p53 und EGFR von Haupttumor, tumorfreiem 
Schnittrand, Lymphknoten und Lymphknoten mit Metastase. Es wurden immer Mittelwert, 
Standardabweichung, Minimum und Maximum berechnet. 
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3.4 Mittelwertvergleich der Faktoren zwischen den vier Lokalisationen  
3.4.1 CD34 versus α, β, γ, δ 
  
Mittelwert +/- Standardabweichung   
CD34 α β γ δ p 
Area 52,46 +/- 15,68 38,94 +/- 10,22 
39,69 +/- 
10,4 33,57 +/- 5,4 < 0,001 
Feret Mit 11,05 +/- 1,6 10,27 +/- 1,08 9,73 +/- 1,2 8,91 +/- 0,65 < 0,001 
ECD 8,09 +/- 1,16 6,99 +/- 0,85 7,06 +/- 0,88 6,52 +/- 0,54 < 0,001 
Dia Mit 12,4 +/- 1,9 11,55+/- 1,32 10,86 +/- 1,63 9,85 +/- 0,85 < 0,001 
Rangfolge          α          >        β           >           γ        >         δ   
Formfaktor 0,43 +/- 0,08 0,32 +/- 0,08 0,44 +/- 0,12 0,39 +/- 0,1 < 0,001 
Rangfolge          α          >         γ          >         δ          >         β   
Umfang 38,79 +/- 6,48 38,58 +/- 4,75 33,56 +/- 3,95 31,2 +/- 2,85 < 0,001 
Anzahl 85,17 +/- 30,09 
123,71 +/- 
72,12 
54,6 +/- 
32,75 
51,88 +/- 
39,63 < 0,001 
Rangfolge          β          >        α           >           γ        >         δ   
Tab.11: CD34 versus  α, β, γ, δ 
 
In Tabelle 11 sind Mittelwert, Standardabweichung, Signifikanzniveau und Rangfolge der 
Unterschiede von CD34 zwischen den vier Lokalisationen für alle Parameter angegeben. Das 
Signifikanzniveau liegt bei allen untersuchten Parametern bei <0,05. 
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3.4.2 CD105 versus α, β, γ, δ 
  
Mittelwert +/- Standardabweichung   
CD105 α β γ δ p 
Area 43,81 +/- 9,09 
32,45 +/- 
10,37 40,85 +/- 8,21 
31,21 +/- 
11,13 < 0,01 
Feret Mit 10,23 +/- 0,91 9,05 +/- 2,52 9,9 +/- 1,11 8,27 +/- 2,51 < 0,01 
ECD 7,43 +/- 0,73 6,2 +/- 1,66 7,18 +/- 0,71 6,03 +/- 1,75 < 0,01 
Dia Mit 11,54 +/- 1,04 10,23 +/- 2,91 11,18 +/- 1,4 9,04 +/- 2,82 < 0,01 
Anzahl 67,13 +/- 29,6 
52,44 +/- 
64,72 
70,58 +/- 
81,43 
22,99 +/- 
30,58 < 0,01 
Rangfolge          α          >         γ          >           β        >         δ   
Formfaktor 0,41 +/- 0,08 0,28 +/- 0,1 0,4 +/- 0,09 0,29 +/- 0,11 < 0,01 
Rangfolge          α          >         γ          >         δ          >         β   
Tab.12:  CD105 versus   α, β, γ, δ 
 
In Tabelle 12 finden sich Mittelwert, Standardabweichung, Signifikanzniveau und Rangfolge 
der Unterschiede von CD105 zwischen den vier Lokalisationen, aufgelistet sind nur die 
Ergebnisse der  Parameter mit p<0,05.  
3. Ergebnisse  73  
3.4.3 p53-per/score versus α, β, γ, (δ) 
  
Mittelwert +/- Standardabweichung   
p53 α β γ δ p 
p53-per 47,8 +/- 24,71 33,75 +/- 19,13 38,85 +/- 29,2 22,85 +/- 17,55 < 0,01 
p53-score 4,52 +/- 0,91 3,85 +/- 0,48 4,25 +/- 1,56   0,009 
Rangfolge          α          >         γ          >          β       (>         δ)   
Tab.13: p53-per/score versus α, β, γ, δ 
 
In Tabelle 13 finden sich Mittelwert, Standardabweichung, Signifikanzniveau und Rangfolge 
der Unterschiede von p53-per und p53-score zwischen den vier Lokalisationen. 
 
3.4.4 Ki67-per/score versus α, β, γ, (δ) 
  
Mittelwert +/- Standardabweichung   
Ki67 α β γ δ p 
Ki67-per 20,45 +/- 12,99 9,27 +/- 6,54 18,77 +/- 16,26 34,5 +/- 16,13 < 0,01 
Rangfolge          δ         >        α           >           γ        >          β   
Tab.14: Ki67-per versus  α, β, γ, δ 
 
In Tabelle 14 sind Mittelwert, Standardabweichung, Signifikanzniveau und Rangfolge der 
Korrelation von Ki67-per mit den vier Lokalisationen aufgeführt.  
Das Signifikanzniveau von Ki67-Score mit den vier Lokalisationen liegt bei 0,323. 
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3.4.5 EGFR-per/score versus α, β, γ, (δ) 
  
Mittelwert +/- Standardabweichung   
EGFR α β γ δ p 
EGFR-score 4,55 +/- 0,96 3,56 +/- 1,02 4,44 +/- 1,1  < 0,01 
Rangfolge          α          >         γ          >          β         
Tab.15: EGFR-score versus α, β, γ, δ 
 
In Tabelle 15 finden sich Mittelwert, Standardabweichung, Signifikanzniveau und Rangfolge 
der Unterschiede von EGFR-score zwischen den vier Lokalisationen.  
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3.5 Abhängigkeit der untersuchten Faktoren im Tumor von den T-Stadien,   
dem N-Status und dem Grading 
3.5.1 Tumor versus T-Stadien  
Faktor CD105 CD105 CD34 
Parameter Area ECD Anzahl 
p 0,03 0,03 0,049 
Rangfolge T4>T2>T1>T3 T4>T2>T1>T3 T3>T2>T4>T1
Tab.16: Area (CD105), ECD (CD105) und Anzahl (CD34) versus T1/T2/ T3/T4 
 
In Tabelle 16 findet sich das Signifikanzniveau und die Rangfolge der Abhängigkeit der 
Faktoren im Tumor von den T-Stadien, aufgelistet sind nur die Ergebnisse für p<0,05.  
 
3.5.2 Tumor versus metastasiert ja/nein 
Beim Vergleich der mittleren Ausprägung der Faktoren im Tumor zum Lymphknotenstatus 
konnte für die untersuchten Parameter kein Signifikanzniveau p<0,05 gefunden werden. 
 
3.5.3 Tumor versus Grading 
Beim Vergleich der mittleren Ausprägung der Faktoren im Tumor zum Grading konnte für 
die untersuchten Parameter kein Signifikanzniveau p<0,05 gefunden werden. 
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3.6 Abhängigkeit der untersuchten Faktoren im tumorfreien Schnittrand 
von den T-Stadien, dem N-Status und dem Grading 
3.6.1 Tumorfreier Schnittrand versus T-Stadien 
Faktor CD105 
Parameter Anzahl 
p 0,022 
Rangfolge β(T1)>β(T4)>β(T3)>β(T2) 
Tab.18: Anzahl (CD105) versus T1/T2/T3/T4  
 
Bei der Untersuchung der Faktoren im tumorfreien Schnittrand in Abhängigkeit von den T-
Stadien konnte nur für den Parameter Anzahl (CD105) ein Signifikanzniveau p<0,05 
berechnet werden.  
 
3.6.2 Tumorfreier Schnittrand versus metastasiert ja/nein 
Beim Vergleich der mittleren Ausprägung der Faktoren im tumorfreien Schnittrand bezüglich 
dem N-Status konnte für keinen Parameter ein Signifikanzniveau p<0,05 gefunden werden. 
 
3.6.3 Tumorfreier Schnittrand versus Grading 
Faktor CD34 CD34 CD34 Ki67-per Ki67-score 
Parameter ECD Umfang Anzahl     
p 0,011 0,014 0,031 0,017 0,041 
Rangfolge G3 > G2 G3 > G2 G2 > G3 G2 > G3 G2 > G3 
Tab.19: ECD (CD34) , Umfang (CD34), Anzahl (CD34) , Ki67-per und Ki67-score versus G2/G3 
 
Beim Vergleich der mittleren Ausprägung der Faktoren im tumorfreien Schnittrand bezüglich 
dem Grading konnte für die folgenden Parameter ein Signifikanzniveau p<0,05 ermittelt 
werden: 
ECD (CD34), Umfang (CD34), Anzahl (CD34), Ki67-per (CD34) und Ki67-score (CD34).
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3.7 Abhängigkeit zwischen den untersuchten Faktoren  
3.7.1 Datenmaterial: Haupttumor und tumorfreier Schnittrand 
3.7.1.1 CD34 versus CD105 
p/r  Form Area F Mit ECD D Mit Ufg Anzahl 
CD34 v. cd105 0,001/ 0,394 
< 0,01/ 
0,472 
0,031/ 
0,256 
0,001/ 
0,399 
0,029/ 
0,228 
0,146/ 
0,174 
0,743/ 
0,039 
Tab.20: p/r(CD34 versus CD105)  
 
Bei der Untersuchung der Abhängigkeit zwischen CD34 und CD105 konnte nur  für die 
folgenden vier Parameter ein Signifikanzniveau p<0,05 ermittelt werden: Formfaktor, Area, 
Feret Mittel, ECD und Diameter Mittel. 
 
3.7.1.2 CD34 versus p53, Ki67 und EGFR 
p/r Form 34 Area 34 F Mit 34 ECD34 D Mit 34 Ufg34 Anzahl 34
p53-per 0,052/ 0,227 
0,933/ 
0,01 
0,625/ 
-0,058 
0,71/ 
0,044 
0,516/ 
-0,077 
0,198/ 
-0,151 
0,952/ 
-0,007 
p53-score 0,06/ 0,236 
0,863/ 
0,022 
0,742/ 
-0,042 
0,742/ 
0,042 
0,667/ 
-0,055 
0,319/ 
-0,127 
0,726/ 
-0,045 
Ki67-per 0,032/ 0,252 
0,45/ 
0,09 
0,744/ 
0,039 
0,333/ 
0,115 
0,595/ 
0,063 
0,584/ 
-0,065 
0,434/ 
-0,093 
Ki67-score 0,432/ -0,1 
0,366/ 
0,115 
0,24/ 
0,149 
0,294/ 
0,133 
0,207/ 
0,16 
0,102/ 
0,206 
0,2/ 
0,162 
EGFR-score 0,025/ 0,276 
0,022/ 
0,282 
0,244/ 
0,145 
0,022/ 
0,282 
0,414/ 
0,102 
0,796/ 
0,033 
0,039/ 
-0,255 
Tab.21: p/r(CD34 versus p53, Ki67 und EGFR) 
 
Bei der Untersuchung der Abhängigkeit zwischen CD34 und p53, Ki67 und EGFR konnte für 
die nachfolgend aufgeführten Vergleiche ein Signifikanzniveau p<0,05 berechnet werden: 
Formfaktor (CD34 versus Ki67-per) und Formfaktor, Area, ECD und Anzahl (CD34 versus 
EGFR-score).  
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3.7.1.3 CD105 versus p53, Ki67 und EGFR 
p/r Form 05 Area 05 F Mit 05 ECD 05 D Mit 05 Ufg 05 Anzahl 05
p53-per 0,182/ 0,147 
0,216/ 
0,136 
0,286/ 
0,118 
0,297/ 
0,115 
0,243/ 
0,129 
0,279/ 
0,12 
0,033/ 
0,232 
p53-score 0,05/ 0,23 
0,276/ 
0,129 
0,581/ 
0,066 
0,241/ 
0,139 
0,594/ 
0,063 
0,783/ 
0,033 
0,528/ 
0,075 
Ki67-per 0,023/ 0,248 
0,011/ 
0,278 
0,036/ 
0,229 
0,022/ 
0,25 
0,032/ 
0,235 
0,092/ 
0,185 
0,16/ 
0,154 
Ki67-score 0,288/ -0,125 
0,029/ 
-0,254 
0,019/ 
-0,271 
0,063/ 
-0,217 
0,01/ 
-0,299 
0,022/ 
-0,265 
0,036/ 
-0,242 
EGFR-score < 0,01/ 0,395 
0,004/ 
0,323 
0,132/ 
0,173 
0,034/ 
0,242 
0,127/ 
0,176 
0,33/ 
0,112 
0,077/ 
0,201 
Tab.22: p/r(CD105 versus p53, Ki67 und EGFR) 
 
Bei der Untersuchung der Abhängigkeit zwischen CD105 und p53, Ki67 und EGFR konnte 
für die nachfolgend aufgeführten Vergleiche ein Signifikanzniveau p<0,05 ermittelt werden: 
Anzahl (CD105 versus p53-per), Formfaktor (CD105 versus p53-score), Formfaktor, Area, 
Feret Mittel, ECD und Diameter Mittel (CD105 versus Ki67-per), Area, Feret Mittel, 
Diameter Mittel, Umfang und Anzahl (CD105 versus Ki67-score), Formfaktor, Area und 
ECD (CD105 versus EGFR-score).  
3. Ergebnisse  79  
3.7.1.4 p53, Ki67 und EGFR versus p53, Ki67 und EGFR 
p/r p53-per p53-sc Ki67-per Ki67-sc EGFR-sc  
p53-per   < 0,01/ 0,593 
< 0,01/ 
0,499 
0,796/ 
0,029 
0,015/ 
0,267 
p53-sc < 0,01/ 0,593   
0,009/ 
0,292 
0,559/ 
0,067 
0,389/ 
0,099 
Ki67-per < 0,01/ 0,499 
0,009/ 
0,292   
0,319/ 
0,113 
0,071/ 
0,2 
Ki67-sc 0,796/ 0,029 
0,559/ 
0,067 
0,319/ 
0,113   
0,433/ 
-0,09 
Tab.23: p/r(p53, Ki67 und EGFR versus p53, Ki67 und EGFR) 
 
In Tabelle 23 finden sich alle Signifikanzniveaus der Vergleiche zwischen p53, Ki67 und 
EGFR, bei der Untersuchung der Abhängigkeit zwischen p53-per und p53-score/Ki67-
per/EGFR-score und p53-score und Ki67-per konnte ein Signifikanzniveau p<0,05 ermittelt 
werden. 
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3.7.2 Lymphknoten und Lymphknoten mit Metastase 
3.7.2.1 CD34 versus CD105 
p/r  Form Area F Mit ECD D Mit Ufg Anzahl 
CD34 v. CD105 0,018/ 0,325 
0,384/ 
0,122 
0,284/ 
0,162 
0,522/ 
0,09 
 0,073/ 
0,249 
0,455/ 
0,105 
0,353/ 
0,128 
Tab.24: p/r(CD34 versus CD105)  
 
In Tabelle 24 finden sich alle Signifikanzniveau der Vergleiche zwischen CD34 und CD105, 
nur das Signifikanzniveau des Parameter Formfaktor ist <0,05.  
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3.7.2.2 CD34 versus p53, Ki67 und EGFR 
p/r Form 34 Area 34 F Mit 34 ECD34 D Mit 34 Ufg 34 Anzahl 34
p53-per 0,363/ -0,118 
0,738/ 
0,043 
0,412/ 
0,106 
0,793/ 
0,034 
0,411/ 
0,106  
0,951/ 
0,008 
0,096/ 
-0,213 
p53-score 0,366/ -0,227 
0,098/ 
-0,402 
0,269/ 
-0,278 
0,098/ 
-0,402 
 0,452/ 
-0,189 
0,48/ 
-0,178 
0,408/ 
-0,208 
Ki67-per 0,038/ -0,264 
0,072/ 
-0,23 
0,068/ 
-0,233 
0,068/ 
-0,233 
 0,126/ 
-0,196 
0,707/ 
-0,049 
0,162/ 
-0,18 
Ki67-score 0,082/ -0,433 
0,366/ 
-0,234 
0,968/ 
-0,01 
0,355/ 
-0,239 
 0,934/ 
0,022 
0,409/ 
0,214 
0,229/ 
-0,308 
EGFR-score 0,316/ 0,268 
0,807/ 
-0,066 
0,397/ 
-0,227 
0,795/ 
-0,071 
 0,411/ 
-0,221 
0,207/ 
-0,333 
0,675/ 
0,114 
Tab.25: p/r(CD34 versus p53, Ki67 und EGFR) 
 
In Tabelle 25 finden sich alle Signifikanzniveau der Vergleiche zwischen CD34 und p53, 
Ki67 und EGFR, nur das Signifikanzniveau für den Parameter Formfaktor bei der 
Untersuchung der Abhängigkeit zwischen CD34 und Ki67-per ist <0,05.  
 
3.7.2.3 CD105 versus p53, Ki67 und EGFR 
p/r Form 05 Area 05 F Mit 05 ECD 05 D Mit 05 Ufg 05 Anzahl 05
p53-per 0,315/ 0,132 
0,123/ 
0,201 
0,298/ 
0,137 
0,186/ 
0,173 
0,4 / 
0,111 
0,554/ 
0,078 
0,875/ 
0,02 
p53-score 0,46/ -0192 
0,614/ 
0,132 
0,783/ 
0,072 
0,702/ 
0,1 
 0,777/ 
-0,074 
0,416/ 
0,211 
0,425/ 
0,207 
Ki67-per 0,017/ -0,306 
0,041/ 
-0,265 
0,271/ 
-0,144 
0,196/ 
-0,167 
0,167/ 
-0,181 
0,694/ 
-0,052 
0,044/ 
-0,256 
Ki67-score 0,975/ 0,008 
0,351/ 
0,25 
0,453/ 
0,202 
0,32/ 
0,266 
0,454 / 
0,201 
0,374/ 
0,238 
0,467/ 
0,196 
EGFR-score 0,458/ 0,207 
0,003/ 
0,718 
0,012/ 
0,632 
0,002/ 
0,731 
0,08/ 
0,467 
0,033/ 
0,551 
0,413/ 
0,228 
Tab.26: p/r(CD105 versus p53, Ki67 und EGFR) 
 
In Tabelle 26 finden sich alle Signifikanzniveau der Vergleiche zwischen CD105 und p53, 
Ki67 und EGFR, füe die nachfolgend aufgeführten Parameter wurde ein Signifikanzniveau 
<0,05 ermittelt: Formfaktor, Area und Anzahl (CD105 versus Ki67-per) und Area, Feret 
Mittel, ECD und Umfang (CD105 versus EGFR-score).  
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3.7.2.4 p53, Ki67 und EGFR versus p53, Ki67 und EGFR 
p/r p53-per p53-sc Ki67-per Ki67-sc EGFR-sc  
p53-per   0,478/ 0,173 
0,436/ 
-0,094 
0,585/ 
-0,138 
0,251/ 
0,295 
p53-sc 0,478/ 0,173   
0,548/ 
0,147 
0,497/ 
-0,171 
0,534/ 
0,162 
Ki67-per 0,436/ -0,094 
0,548/ 
0,147   
0,964/ 
0,011 
0,18/ 
-0,341 
Ki67-sc 0,585/ -0,138 
0,497/ 
-0,171 
0,964/ 
0,011   
0,276/ 
-0,28 
Tab.27: p/r(p53, Ki67 und EGFR versus p53, Ki67 und EGFR) 
 
In Tabelle 27 konnten bei der Untersuchung der Abhängigkeit zwischen den Faktoren p53, 
Ki67 und EGFR im Lymphknoten und Lymphknoten mit Metastase für keine der Vergleiche 
ein Signifikanzniveau <0,05 ermittelt werden. 
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4 Diskussion 
Der Hauptprognosefaktor und der ausschlaggebende Faktor bei der Überlebensrate und 
Therapiewahl bei den Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs ist das Auftreten 
von Lymphknotenmetastasen (Fidler IJ 1999; Hannen EJM et al. 2001). Bis jetzt ist es nicht 
möglich weder mit klinischen noch mit apparativen Diagnoseverfahren eine sichere Aussage 
über das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen zu treffen.  
Der Prozess der Metastasierung umfasst als Teil der Tumorprogression viele Schritte, von 
denen jeder unter dem Einfluss von regulatorischen Mechanismen steht. Daher wurde es als 
unwahrscheinlich erachtet, dass ein einziger Faktor eine Aussage über den 
Lymphknotenstatus liefern kann. Aus diesem Grunde wurden in dieser Studie mehrere 
Faktoren berücksichtigt. Die ausgewählten Faktoren spieglen zusammen die wichtigsten 
Schritte der Tumorprogression wieder: Ki67 und EGFR Proliferation, p53 programmierter 
Zelltod/Apoptose und CD34 und CD105 Angiogenese. 
 
Ziel dieser Studie war es mit bereits bekannten und punktuell untersuchten 
immunhistochemisch ausgewerteten Faktoren, das erste Mal in dieser Kombination und über 
eine digitale Bildverarbeitung (Ausnahme EGFR), ihr prädiktives Potential für 
Lymphknotenmetastasen und allgemein Tumorprogression, in einer univariaten Analyse zu 
ermitteln. 
 
Nach unserem Kenntnisstand wurden in einer Studie mit HNSCC der Mundhöhle und des 
Oropharynx noch nie alle im Rahmen einer Tumorerkrankung anfallenden Gewebeproben, 
d.h. neben Haupttumorgewebe und tumorfreier Schleimhaut bzw. tumorfreiem 
Resektionsrand, noch gesundes Lymphknotengewebe und wenn vorhanden 
Lymphknotenmetastasen auf die gesamte Konstellation an Faktoren untersucht.  
Durch den Vergleich mit dem jeweils gesunden Gewebe d.h. Haupttumor mit tumorfreiem 
Schnittrand und Lymphknoten mit Metastase mit gesundem Lymphknoten bzw. Haupttumor 
mit Lymphknotenmetastase wird es erst möglich, tumorassoziierte Veränderungen lokal und 
regionär zu untersuchen.  
Um von der Gefäßanzahl und dem Gefäßaufbau her eine Vergleichsmöglichkeit zwischen den 
präexistenten und den tumorinduzierten Gefäßen zu haben, wurden alle Präparate sowohl mit 
CD34 als auch mit CD105 gefärbt. 
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Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind: 
 
a)  CD34/CD105 versus α/β/γ/δ, T-Stadium, Grading und N-Status: 
Die tumorfreien Schnittränder werden von mehr (Anzahl: β > α) und kleineren (Area: β < α) 
CD34-positiven Gefäßen versorgt als der Tumor. 
Die endotheliale CD105-Expression im Haupttumorgewebe und im Lymphknoten mit 
Metastase ist signifikant höher als in normaler gesunder Schleimhaut bzw. im Lymphknoten 
ohne Metastase. 
Die CD34- und CD105-positiven Gefäße unterscheiden sich signifikant häufig in ihrer Form 
(Rundheit) voneinander, dasselbe gilt auch für die Gesamtfläche. 
In unserer Studie ließ sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Gefäßdichte in den 
metastasierten und nicht metastasierten Tumoren nachweisen.  
 
b) p53/Ki67/EGFR versus α/β/γ/δ, T-Stadium, Grading und N-Status: 
In unserer Studie ist die p53-Expression in den Tumorzellen, sowohl signifikant höher als in 
benignen Zellen im Primärtumor wie auch der Lymphknotenmetastasen. 
Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen der p53-Expression, der Ki67-
Expression als auch der EGFR-Expression und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen. 
 
c) CD34/CD105 versus p53/Ki67/EGFR: 
Die signifikanten Ergebnisse für den Formfaktor bei der Korrelation zwischen CD34 und 
Ki67-per und EGFR-score zeigen, dass in wachstumsstarkem, proliferierendem Gewebe (also 
v.a. im Plattenepithelkarzinom) signifikant häufig rundere Gefäße gefunden werden.  
 
Es finden sich bei hohem p53-score signifikant häufiger runde CD105-positive Gefäße. 
 
Bei den Plattenepithelkarzinomen mit hohem Ki67 und EGFR ist die Gesamtfläche, bei denen 
mit hohem Ki67 der Umfang und die Anzahl der CD105-positiven Gefäße größer.  
 
d) Quantitative (per) versus semiquantitative (score) Auswertung: 
Scoring und automatisierte Bildanalyse zeigen für p53 korrelierende Ergebnisse, nicht jedoch 
für Ki67. 
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a) Unseren Ergebnissen zufolge werden die tumorfreien Schnittränder von mehr (Anzahl: β > 
α) und kleineren (Area: β < α) CD34-positiven Gefäßen versorgt als der Tumor. Die 
Gefäßdichte ist, bei der Betrachtung aller Gefäße, der präexistenten und der tumorinduzierten, 
in den Schnitträndern signifikant höher als in den übrigen Entnahmeorten.  
Diesem Phänomen liegen vermutlich zwei Ursachen zu Grunde. Einerseits liegen die 
Resektionsränder auf Grund des großzügig bemessenen tumorfreien Abstandes und der Größe 
der Tumoren häufig bereits in anderen anatomischen Lokalisationen und umgeben sehr 
kapillarreiche quergestreifte Muskulatur.  
Zum anderen ist es auf die Inhomogenität des Tumorgewebes im Vergleich zum tumorfreien 
Schnittrand zurückzuführen. Die Gefäße finden sich in den Tumorpräparaten nur im Stroma 
zwischen den Tumorinseln und im den Tumor vorgelagerten bzw. umgebenden Stroma. Da 
sich die Anzahl der Gefäße bei der Auswertung natürlich nicht nur auf das Stroma sondern 
auf die gesamte Fläche bezieht, ist die Anzahl der Gefäße kleiner als im homogenen 
tumorfreien Schnittrand.  
Daher sollte man bei der Morphometrie die Fläche der Epithelien ausblenden, um einen 
Eindruck von der Gefäßdichte im angrenzenden Stroma zu erhalten. In der Studie von 
Forootan SS et al wurde zwischen VC (=vessel counts) und VV(=vessel counts adjusted for 
tumor area) unterschieden (Forootan SS et al. 1999). Dabei wurde für die Gefäßanzahl (VC) 
kein signifikanter Unterschied zwischen metastasierten und nicht metastasierten Karzinomen 
berechnet, dagegen aber für die korrigierte Gefäßanzahl (VV). 
In den Resektionsrändern finden sich die Gefäße mit dem größten Umfang und dem 
niedrigsten Formfaktor, d.h. der größten Abweichung vom perfekten Kreis. Daraus kann man 
schließen, dass sich die Gefäße des Resektionsrandes von der Form her eher einem länglichen 
als einem runden Gefäß annähern. 
Das könnte man zum einen damit erklären, dass die Gefäße in den tumorfreien Schnitträndern 
sehr viel häufiger längs angetroffen werden, da sie senkrecht zur Schleimhautoberfläche 
verlaufen. Eine weitere bzw. andere Erklärung ist, dass sich die nicht tumorinduzierten 
Gefäße des Resektionsrandes und die tumorinduzierten Gefäße in ihrer Form unterscheiden. 
Bei der Untersuchung der Abhängigkeit zwischen CD34 und CD105 konnten signifikante 
Ergebnisse für die folgenden vier Parameter ermittelt werden: Formfaktor, Area, Feret Mittel 
und ECD.  
Das signifikante Ergebnis für den Formfaktor zeigt, dass sich die CD34- und CD105-
positiven Gefäße in ihrer Form (Rundheit) signifikant voneinander unterscheiden. Dasselbe 
gilt auch für die Gesamtfläche.  
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Vergleicht man die CD34-positiven Gefäße der Lymphknoten mit Tumorinfiltration mit 
denen der tumorfreien Lymphknoten zeigt sich, dass sowohl Anzahl als auch Gesamtfläche 
im Lymphknoten mit Metastase signifikant größer sind als im tumorfreien Lymphknoten. Da 
gleichzeitig auch noch Umfang und Formfaktor im Lymphknoten mit Metastase signifikant 
größer sind als im tumorfreien Lymphknoten, kann man folgern, dass die einzelnen Gefäße 
des Lymphknoten mit Metastase im Durchschnitt eine größere Fläche haben und einem Kreis 
mehr angenähert sind als die der tumorfreien Lymphknoten. Bei den Gefäßen des 
Lymphknoten mit Metastase ist also die Anzahl, die Gesamtfläche, der Umfang und die 
Rundheit größer als bei den Gefäßen des tumorfreien Lymphknoten. 
Folglich finden sich im Tumor und im Lymphknoten mit Metastase im Vergleich zum 
Resektionsrand und zum tumorfreien Lymphknoten größere und rundere Gefäße. 
Die endotheliale CD105-Expression im Haupttumorgewebe ist signifikant höher als in 
normaler gesunder Schleimhaut, damit bestätigt unsere Studie die Ergebnisse einer früheren 
Studie von Schimming et al, und wie sich in unserer Studie gezeigt hat auch signifikant höher 
im Lymphknoten mit Metastase (Schimming R et al. 2004; Schimming R, Marmé D. 2002). 
Der Tumor fördert also auch im Lymphknoten die Angiogenese. Zudem bestätigt die 
Aussage, dass CD105 vor allem von den tumorassoziierten Gefäßen exprimiert wird. 
  
Experimentelle und klinische Beweise zeigen, dass nach einer relativ ruhigen prävaskulären 
Phase, solide Tumoren in eine vaskuläre oder angiogenetische Phase übergehen, die durch 
eine ausreichende Versorgung mit Nährstoffen in einer schnellen Expansion der malignen 
Zellen resultiert (Folkman J. 1992). 
Man vermutet das Tumoren mit einer besseren Blutversorgung einen Wachstumsvorteil haben 
gegenüber schlecht vaskularisierten (Weidner N et al. 1991). So trivial scheint die 
Verbindung zwischen Gefäßanzahl und T-Stadium nach unseren Ergebnissen, aber auch nach 
den Ergebnissen anderer allerdings nicht zu sein. 
T1-Tumoren zeigen in unserer Studie eine signifikant niedrigere Gefäßanzahl für CD34 als  
T2-, T3- und T4-Tumoren, während zwischen T2, T3 und T4 keine weitere Zunahme der 
Gefäßdichte beobachtet wird (p=0,049). Dieser Befund passt zu der Hypothese einer 
angiogenetischen Phase, die bei Tumoren zwischen T1 und T2 einsetzt. Für die 
Gesamtgefäßfläche (Area) konnte kein Unterschied zwischen den T-Stadien nachgewiesen 
werden (Ravi D et al. 1998; Grammatica L et al. 2001).   
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Bei alleiniger Betrachtung der tumorinduzierten Gefäße über CD105 konnte in der 
vorliegenden Untersuchung ein signifikantes Ergebnis gefunden werden. Bei der 
Untersuchung der Abhängigkeit zwischen CD105 und den T-Stadien wurde für die über 
CD105 errechnete Gefässgesamtfläche (Area) ein signifikantes Ergebnis berechnet (p=0,03), 
allerdings ebenfalls nicht der kontinuierlich ansteigenden Grösse der Tumoren entsprechend 
(T4>T2>T1>T3). Unser Ergebnis bestätigt vorangegangene Untersuchungen die beim 
Vergleich zwischen MVD(CD105) und dem T-Stadium ein signifikantes Ergebnis 
nachweisen konnten, aber wieder lag nicht zwischen jedem T-Stadium ein Anstieg der 
Gefäßanzahl vor (Schimming R et al. 2004; Schimming R, Marmé D. 2002).  
 
Die Ergebnisse bezüglich dem Vergleich des Gradings mit der MVD sind kontrovers. Nach 
den Ergebnissen der Studie von Ravi D et al 1998, nimmt die Angiogenese in der 
Mundschleimhaut zu, wenn das Ausmaß an histologischer Abnormalität ansteigt. Bei 
Schimming R. et al 2002 und 2004 zeigen mäßig differenzierte (G2) Karzinome eine 
signifikant höhere CD105-Expression als schlecht differenzierte (G3) Karzinome. 
Unseren Ergebnissen, wie auch den Ergebnissen von Grammatica et al 2001 zufolge, besteht 
kein signifikanter Zusammenhang zwischen der MVD(CD34) (bei uns zusätzlich der 
MVD(CD105) und dem histologischen Grading. In unserer Studie war jedoch nur ein einziger 
G1-Tumor vertreten. Insgesamt zeigen die vorliegneden Untersuchungen keine Abhängigkeit 
zwischen der MVD und der Differenzierung des Tumors. 
 
Blutgefäße sind nicht nur notwendig fürs Wachstum, sondern sie stellen auch den Weg für 
eine mögliche hämatogene Metastasierung dar (Weidner N et al. 1991).  
Während Neoangiogenese mit der Neigung zur Metastasenbildung in Adenokarzinomen der 
Brust, der Prostata, der Lunge und des Rektums verbunden ist (Weidner N et al. 1991; Horak 
ER et al 1992; Weidner N et al. 1993), haben Studien, die die Neoangiogenese in 
Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs untersucht haben, kontroverse 
Ergebnisse produziert. Bei den Ergebnissen sind alle Varianten vertreten: Signifikant höhere 
Gefäßdichte in den metastasierten als in den nicht metastasierten Tumoren (Gasparini G et al. 
1993; Shpitzer T et al. 1996; Schimming R et al. 2004), keine signifikante Korrelation 
zwischen der Gefäßdichte in den metastasierten und nicht metastasierten Tumoren (Gleich LL 
et al. 1997; Ravi D et al. 2001; Grammatica L et al. 2001; Wijffels KIEM et al. 2000), 
niedrigere MVD in den metastasierten als in den nicht metasierten Tumoren, Differenz aber 
nicht signifikant (Leedy DA et al. 1994; Tahan SR, Stein AL. 1995; Forootan SS et al. 1999) 
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und signifikant niedrigere Gefäßdichte in den metastasierten als in den nicht metastasierten 
Tumoren (Hannen EJM et al. 2002).  
Die Ergebnisse unserer Studie sind der zweiten Gruppe zuzuordnen, in der kein signifikanter 
Unterschied zwischen der Gefäßdichte in den metastasierten und nicht metastasierten 
Tumoren gefunden wurde.  
Letztendlich muss man sagen, dass die Ausbildung der Lymphknotenmetastasen weder mit 
dem Ergebnis der höheren noch dem der niedrigeren MVD vom aktuellen Wissensstand 
eindeutig erklärt werden kann, hier spielt sicherlich auch die Lymphoangiogenese, die hier 
nicht untersucht wurde, eine tragende Rolle.  
Der enge Zusammenhang zwischen der Blutgefäßdichte und der Prognose von 
Mammakarzinomen, obwohl Mammakarzinome sich oft über das Lymphgefäßsystem 
ausbreiten, zeigt, dass die Situation komplizierter ist als angenommen (Vermeulen PB et al. 
2002). 
Auch wenn es zukünftig gelingen sollte, permanent statistisch signifikante Ergebnisse 
zwischen hoher MVD und hoher Wahrscheinlichkeit an Lymphknotenmetastasen zu 
erbringen, bleibt immer noch das Paradox zu klären, wieso eine hohe hämangiogenetische 
Gefäßdichte mit der Wahrscheinlichkeit an Lymphknotenmetastasen korreliert. Eine mögliche 
Erklärung wäre, dass die Antikörper, die die Blutgefäße darstellen mit Lymphgefäßen 
kreuzreagieren (im Fall der Blutgefäßdarstellung über CD34 und der Lymphgefäßdarstellung 
über Lyve-1 in der Studie von Beasley NJ et al. 2002 nicht bestätigt), das mehr anatomische 
Verbindungen zwischen Blut- und Lymphgefäßen in Tumoren als unter normalen 
Bedingungen bestehen (Hannen EJM, Riediger D. 2004) oder das in den Lymphknoten 
besonders günstige Bedingungen bestehen, so dass die zirkulierenden Tumorzellen ihre 
Runde durch den menschlichen Körper drehen, um letztendlich in den Halslymphknoten, auf 
Grund von besonders günstigen Bedingungen ihre Metastasen ausbilden (Ivanov K et al. 
1999; Ruoslahti E, Rajotte D. 2000). 
Die gleichen Ergebnisse wie in der Studie von Hannen et al 2002 für Zungenkarzinome 
wurden in einer Studie mit Nierenzellkarzinomen (Herbst C et al. 1998) gefunden. Diese 
neuen Ergebnisse scheinen im Gegensatz zu dem zu stehen, was ursprünglich in Folkmans 
Hypothese postuliert wurde (Folkman J. 1990). 
Andererseits darf man annehmen, dass an der Aussaat der Tumorzellen in die Lymphknoten 
und in entferntere Organe ausschließlich funktionstüchtige Gefäße, die während der 
Angiogenese produziert wurden, beteiligt sind. Unter dieser Annahme sind die in dieser 
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Studie erhaltenen Ergebnisse weniger widersprüchlich zu Folkmans Konzept als ursprünglich 
angenommen. 
In der Gruppe der metastasierten Tumoren wurden durchschnittlich Gefäße mit einem 
größeren Durchmesser gefunden als in der Gruppe der nicht metastasierten, aber die Differenz 
war nicht signifikant (p=0,06). Durch Kategorisierung der Gefäße in vier Gruppen, <5µm, 5-
10µm, 10-15µm und >15µm, konnten folgende Ergebnisse berechnet werden: 1. In der 
Gruppe der nicht metastasierten Tumoren finden sich signifikant (p<0,001) häufiger 
Mikrogefäße mit einem Durchmesser von <5µm als in der Gruppe der metastasierten 
Tumoren und 2. Die Mikrogefäße mit einem Durchmesser zwischen 10 bis 15µm überwiegen 
signifikant in der Gruppe der metastasierten Zungenkarzinome (p=0,03) (Hannen EJM, 
Riediger D. 2004). 
Die in dieser Studie höheren MVDs in nicht metastasierten Tumoren, sind verursacht durch 
Gefäße mit einem Durchmesser <5µm. Es ist ziemlich unwahrscheinlich das Gefäße mit 
einem Durchmesser <5µm funktionstüchtige Gefäße sind und mit zur Metastasierung 
beitragen können (Hannen EJM, Riediger D. 2004). Vermutlich handelt es sich um einzelne 
Endothelgefäße ohne Perfusion. Hoechst 33342 und MRT Tumorperfusionsdaten können 
zukünftig helfen, diese Frage zu klären, wenn diese mit den Mikrogefäßdaten des gleichen 
Tumors verglichen und in Beziehung zur Metastasierung gesetzt werden (Hannen EJM, 
Riediger D. 2004).  
Weidner et al (Weidner N et al. 1991; Vermeulen PB et al. 1996) haben vorgeschlagen alle 
Endothelzellen einzubeziehen ungeachtet der oben aufgeführten Argumente und die meisten 
Studien folgen diesem Beispiel. 
In unserer Studie wurden von vornherein alle positiven Partikel mit einer Größe ≤5µm 
ausgeschlossen. Die Blutkapillaren, also die kleinsten Gefäße im Körper, haben Durchmesser 
von mindestens 6 bis zu 20 (30) µm.  
Es folgt die Frage, ob Hannen et al überhaupt einen signifikanten Unterschied zwischen 
metastasierten und nicht metastasierten Tumoren rausgefunden hätten, wenn sie die Gefäße 
<5µm, wie in unserer Studie, ausgeschlossen hätten. 
Darüber hinaus wurden in der Studie von Hannen et al in metastasierten Tumoren signifikant 
häufig Gefäße mit einem Durchmesser zwischen 10 bis 15µm gefunden, was wiederum 
bestätigt dass nur funktionstüchtige Gefäße an dem Prozess der  Metastasierung beteiligt sind.  
Das konnte in unserer Studie durch die fehlende Durchmesserkategorisierung so nicht 
bestätigt werden, aber durch die Gefäßdarstellung über CD34 und CD105 hat sich gezeigt, 
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dass die tumorinduzierten Gefäße signifikant größer und zudem runder sind als die übrigen 
Gefäße. 
Der Zusammenhang zwischen der Subklasse von Gefäßen und dem Auftreten von Metastasen 
wurde zuvor schon für Xenografts von Melanomzelllinien aufgezeigt (Van der Laak JA et al. 
1998).  
 
In unserer Studie wurden im Vergleich zu der in Tabelle 28 aufgeführten Studien die mit 
Abstand höchste MVD pro mm2 gefunden, gefolgt von der Studie von Hannen et al 2002.  
Eine wesentliche Ursache sind die in den übrigen Studien eingesetzten anderen Antikörper 
CD31 und Faktor VIII und der fehlende Einsatz des signal amplification Systems, durch das 
mehr Gefäße als im Standardverfahren sichtbar gemacht werden (Hannen EJM, Van der Laak 
JA, Kerstens HM, et al. 2001). Ein weiterer zentraler Unterschied ist die Bestimmung von hot 
spot-Arealen. In der Studie von Hannen EJM et al 2002 wird unterschieden zwischen der 
Lymphknoten positiven und der Lymphknoten negativen MVD und zudem wird die MVD 
einmal im „hottest field“ und einmal die MVD als der mittlere Durchmesser der 10 „hottest 
fields“ berechnet. Das hottest field von Hannen EJM et al 2002 ist nicht zwingend 
übereinstimmend mit dem eigentlichen hot spot. In ihrer Studie werden die Gewebeschnitte 
unter standardisiertem Vorgehen in 40 bis 60 Bildern gespeichert und das hottest field ist das 
Bild von diesen 40 bis 60 Bildern mit der höchsten MVD. Die Lymphknoten negative und 
damit höhere MVD erreicht im hottest field eine Größe von 264±72,1 und als Durchmesser 
der 10 hottest fields nur noch eine Größe von 193,5±50,6. Eine mögliche Erklärung für den 
immer noch bestehenden Abstand zu unserer MVD ist, dass sich unsere MVD auf hot spot 
Areale bezieht, die von der Gefäßdichte meistens noch mal über dem hottest field liegen. 
Andererseits muss man wiederum sagen, dass in unserer Studie Gefäße mit einem 
Durchmesser ≤5µm nicht berücksichtigt wurden, im Gegensatz zu der Studie von Hannen et 
al, wo diese Gefäße einen Großteil der MVD ausmachen.  
 
Tumorgefäße zeigen meistens eine anomale Morphologie, sie sind gewunden, ohne deutlich 
abgrenzbares Lumen und mit großen Lücken zwischen den Endothelzellen.  
Man sollte bei der Beurteilung der Angiogenese aus diesem Grund nicht nur die Anzahl der 
Mikrogefäße, sondern auch ihren Aufbau, bewerten. Minderwertige Gefäße könnten 
möglicherweise einen einfacheren Zugang für Tumorzellen zur Blutzirkulation darstellen oder 
die Hypoxie fördern aufgrund einer anomalen Sauerstoffversorgung (Vermeulen PB et al. 
2002).
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Microvessel densities (MVDs) aus der Literatur Legende 
   Mittelw. ±  Stabw. für die Gefäße pro Mittelw. ±  Stabw. für die Gefäße pro  
   mm pro hot spot mm pro Schnitt ∗ Abh.  von der Vergrößerung 
Autor Gewebe Antikörper      LK neg.                           LK pos.             LK neg.                            LK pos.        (200/400) 
Gasparini HNSCC CD31 97,4 ± 46,6   ∼ bei 250facher Vergrößerung 
Leedy T1-2 PK  Zunge FVIII       75,0/107,0*                       72,9/ 101,0* § bei 200facher Vergrößerung 
Tahan PK  Lippe FVIII    65,6/137,8*                        59,4/118,9*   ≅ beinhaltet zwei HNSCC-Fälle 
Shpitzer T1 PK  Zunge FVIII    50,0 ± 13,7˜                       103,4 ± 40,7˜   f Median  
Penfold   PK  Mundhöhle CD31    116 ± 24                            168 ± 56   g Ergebnis von einem hottest field 
Gleich T1 PK Zunge u. Mundb. CD31    193,0                                  192,0   # Durchschnittsergebnis von allen  
Gleich T2-4 PK Zunge u. Mundb. FVIII    168,0                                  206,5   Feldern (40-60) in einem 
Gleich T2-4 PK Zunge u. Mundb. CD31    157,7                                  178,5   Gewebeschnitt 
Pazouki PK  Mundhöhle≅ FVIII 148 ± 53 18,3§ h Durchschnittsergebnis von den  
Moriyama  PK  Zunge  CD31     top 10 Feldern in einem Gewebe- 
Hegde HNSCC FVIII od. CD31 38,3   schnitt 
Hegde  PK  Zunge FVIII od. CD31 36,6   i Durchschnittsergebnis von bis zu  5 hot spots pro Gewebeschnitt 
Gallo HNSCC CD31    29f                                                      71f    
Hannen  PK  Zunge CD34    264,7 ± 72,1g                              194,4 ± 56,4g    107,8 ± 62,2#                                82,3 ± 49,5# PK = Plattenepithelkarzinom 
Hannen  PK  Zunge CD34    193,5 ± 50,6h                              150,0 ± 44,7h   Mundb. = Mundboden 
akt. Studie HNSCC CD34 373,1 ± 131,8i    
akt. Studie HNSCC CD105 294,1 ± 129,7i    
Tab.28: erstellt nach Tabelle 4 (MVDs reported in literature) aus „Computer assisted analysis of the microvasculature ...“, Hannen et al 2002 
Ergebnisse aus HNSCC MVD-Studien, umberechnet auf 1mm2  ± Standardabweichung (SA, wenn verfügbar). Die Ergebnisse sowohl für den hot spot als auch für den Schnitt 
basieren auf verfügbaren Daten
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b) Die klinische Bedeutung der p53-Überexpression ist weiterhin unklar. Die p53-
Überexpression wurde in verschiedenen Studien mit einer schlechten Prognose in Verbindung 
gebracht (Jin YT et al. 1998; Shin DM et al. 2000), in mindestens genauso vielen Studien 
konnte dagegen gar keine Verbindung hergestellt werden (Ma L et al. 1998; Georgiou A et al. 
2001; Gonzalez-Moles MA et al. 2001). 
In unserer Studie ist die p53-Expression in den Tumorzellen, sowohl Haupttumorgewebe als 
auch Lymphknoten mit Metastase, signifikant höher.  
In diversen anderen Studien konnte dagegen keine Verbindung zwischen der Genexpression 
und Genmutation hergestellt werden (Mineta H et al. 1998), in bis zu 40% besteht Uneinigkeit 
zwischen der Immunhistochemie und der Gensequenzierung (Ma L et al. 1998; Taylor D et al. 
1999). Andererseits konzentrieren sich viele Studien bei der Gensequenzierung auf die 
Hauptexone 5-8(9) des p53-Gens, wie auch in der Studie von Mineta H et al. und Ma L et al. 
1998, weil dort der Hauptteil der Mutationen auftritt. Die Analyse der vollständigen 
kodierenden Sequenz hat jedoch gezeigt, das ca. ⅓ aller Mutationen außerhalb der 
Kerndomäne liegt und bei ausschließlicher Sequenzierung der Kerndomäne, die Häufigkeit an 
Mutationen unterschätzt wird (Kropveld A et al. 1999). In der Studie von Kropveld A et al. 
1999 korrelieren trotz Berücksichtigung der vollständigen Sequenz, Mutation und Expression 
nicht. 
Ein Verlust der tumorsupprimierenden Funktion ohne Mutation kann verusacht werden auf 
Proteinebene durch Komplexbildung des wt-p53-Proteins mit zellulären (z.B. MDM2) oder 
viralen Proteinen (z.B. E6-Protein HPV 16 oder 18 infizierter Zellen) (Gasco M, Crook T. 
2003).  
Also auch in Abwesenheit einer Mutation bedeutet der Nachweis von p53, dass das 
exprimierte Protein in irgendeiner Weise abnormal ist. Insofern kann die 
immunzytochemische Analyse eventuell noch nützliche diagnostische und/oder prognostische 
Informationen liefern (Gasco. 2003). 
Die Untersuchung der Abhängigkeit zwischen der p53-Expression und dem T-Stadium, dem 
Grading und dem Lymphknotenstatus ergab keine signifikante Korrelation, übereinstimmend 
mit dem Ergebnis von Grammatica et al (Grammatica L et al. 2001). In der Studie von Ravi D 
et al 2001 dagegen korreliert die p53-Expression sowohl mit dem T-Stadium als auch mit dem 
Grading (Ravi D et al. 2001). Beim Grading besteht allerdings nur ein signifikanter 
Unterschied zwischen gut und schlecht differenzierten Tumoren, nicht aber zwischen mäßig 
differenzierten und einem der beiden anderen histologischen Grade. In unserem Kollektiv war 
nur ein Fall hoch-differenziert. 
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Die Proliferation von Zellen wird adäquat durch die Expression von Ki67 einem weit 
eingesetzten Proliferationsmarker beschrieben (Scholzen R, Gerdes J. 2000). 
Bei Ki67 findet sich die höchste Expression im Lymphknoten, gefolgt vom Tumorgewebe 
(Haupttumor und Lymphknoten mit Metastase). Dieses Ergebnis hat sich bis dato so noch 
nicht in anderen Studien gezeigt, weil bei diesen nur das Haupttumorgewebe und eventuell 
noch die tumorfreie Schleimhaut, aber nicht Lymphknoten ohne und mit Metastase untersucht 
wurden. 
Der Vergleich der Ki67-Expression mit dem T-Stadium, dem Grading und dem Lymph-
knotenstatus zeigt keine signifikanten Zusammenhänge. Auch in der Studie von Liu M et al 
2003 besteht kein Zusammenhang zwischen dem pT-Stadium und der Anzahl Ki67 positiver 
Zellkerne.  
In der Studie von Liu M et al 2003 und Franchi A et al 1996 ist Ki67 signifikant erhöht in 
Tumoren mit Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu denen ohne Lymphknotenmetastasen, 
so das ihr immunhistochemischer Nachweis für Patienten mit klinisch negativen 
Lymphknoten, die aber ein hohes Risiko für okkulte Metastasen haben und damit von einer 
elektiven Neck dissection profitieren würden, von Bedeutung ist (Liu M et al. 2003; Franchi 
A et al.1996). Übereinstimmend mit unserem Ergebnis konnte in der Studie von Okamoto M 
et al 2002 kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Ki67-Expression und dem 
Auftreten von Lymphknotenmetastasen gefunden werden (Okamoto M et al. 2002). 
Bezüglich der Korrelation mit dem Grading hat sich bei Liu M et al 2003 und Franchi A et al 
1996 ein signifikant erhöhtes Ki67 in weniger differenzierten Tumoren gezeigt. 
Die immunhistochemische Färbung mit Ki67 des normalen nicht kanzerösen, den Tumor 
umgebenden Plattenepithel war ausschließlich in den proliferierenden normalen Epithelzellen 
der basalen und suprabasalen Schicht positiv, übereinstimmend mit der Studie von Liu M et al 
2003. 
 
Die EGFR-Überexpression ist ein unabhängiger prognostischer Indikator bei Patienten mit 
HNSCC (Ford AC, Grandis JD. 2003). Erhöhte EGFR-Proteinspiegel sind mit einer 
erniedrigten krankheitsfreien und krankheitsspezifischen Überlebensrate verbunden (Ford 
AC, Grandis JD. 2003). 
Die EGFR-Expression ist wie angenommen, auf den Zellen mit größerem Wachstum, so auch 
bei Tumorzellen, signifikant erhöht. Von einer Überexpression  von EGFR wurde in 80 bis 
90% der HNSCC berichtet im Vergleich mit ihrer Expression in normaler Schleimhaut bei 
Patienten ohne Karzinom (Grandis JR, Tweardy DJ. 1993). 
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Die Untersuchung der Abhängigkeit zwischen der EGFR-Expression und dem T-Stadium, 
dem Grading und dem Lymphknotenstatus hat keine signifikanten Unterschiede geliefert. 
 
Bei der Korrelation der Faktoren untereinander fanden sich signifikante Ergebnisse für die 
Korrelation von p53-per/-score mit Ki67-per und p53-per mit EGFR-score. Das zeigt, dass ein 
hohes p53 mit einem hohem Ki67 und EGFR einhergeht.  
 
c) Die Tumorprogression wird beeinflusst durch das Ausmaß der Apoptose und 
Zellproliferation (Wyllie AH.1992). Das lässt wiederum den Rückschluss zu, dass die 
Veränderung der Angiogenese beeinflußt oder beeinflußt wird durch das Ausmaß der 
Tumorzellapoptose und –proliferation (Zusammenhang zwischen CD34/CD105 und 
p53/Ki67/EGFR).  
1997 konnte Grossfield GD et al die klinische Bedeutung des Zusammenhangs zwischen 
Veränderungen im p53-Gen, Tumorangiogenese und –progression im Fall des 
Blasenkarzinoms aufzeigen (Grossfeld GD et al. 1997). 
Beim Plattenepithelkarzinom sind die Ergebnisse kontrovers. Wenn man davon ausgeht, dass 
eine p53-Überexpression gleichbedeutend ist mit einer p53-Genmutation, dann müsste die 
p53-Überexpression direkt signifikant mit der MVD korrelieren. In der Studie von Ravi et al 
besteht tatsächlich eine signifikante Korrelation zwischen der p53-und der CD34-Expression, 
in unserer Studie und in der Studie von Grammatica et al 2001 dagegen nicht. 
Bei der Korrelation zwischen Faktor CD34 und p53, Ki67 und EGFR konnten signifikante 
Assoziationen für den Formfaktor (CD34 versus Ki67-per), Formfaktor, Area, ECD,  und 
Anzahl (CD34 versus EGFR-score) berechnet werden.  
Die signifikanten Ergebnisse für den Formfaktor bei der Korrelation zwischen CD34 und 
Ki67-per und EGFR-score zeigen, dass in wachstumsstarkem, proliferierendem Gewebe (also 
v.a. im Plattenepithelkarzinom) signifikant häufig rundere Gefäße gefunden werden.  
Weiterhin finden sich signifikante Ergebnisse für die Parameter Area,  Anzahl und ECD bei 
der Korrelation zwischen CD34 und EGFR-score, das heißt bei hohem EGFR, also großer 
Wachstumsrate des Gewebes (v.a. im Plattenepithelkarzinom) ist die Gesamtfläche und 
Anzahl der CD34-positiven Gefäße signifikant höher. 
Bei der Korrelation zwischen Faktor CD105 und p53, Ki67 und EGFR konnten signifikante 
Ergebnisse für die Anzahl (CD105 versus p53-per), den Formfaktor (CD105 versus p53-
score), Formfaktor, Area, Feret Mittel, ECD und Diameter Minimum (CD105 versus Ki67-
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per), Area, Feret Mittel, Diameter Minimum, Umfang und Anzahl (CD105 versus Ki67-
score), Formfaktor, Area und ECD (CD105 versus EGFR-score) ermittelt werden.  
Es finden sich bei hohem p53-score signifikant häufiger runde CD105-positive Gefäße. Alle 
übrigen signifikanten Ergebnisse kommen bei den proliferierenden (hohe Ki67-per und/oder –
score) und wachstumsstarken (hoher EGFR-score) Geweben (also v.a. den Plattenepithel-
karzinomen) vor. Bei den Plattenepithelkarzinomen mit hohem Ki67 und EGFR ist die 
Gesamtfläche, bei denen mit hohem Ki67 der Umfang und die Anzahl der CD105-positiven 
Gefäße größer.  
 
d) Zusätzlich zu der computerassistierten Auswertung der Gefäße wurden in der vorliegenden 
Untersuchung die beiden Faktoren p53 und Ki67 sowohl semiquantitativ als auch das erste 
Mal quantitativ über das Image Analysis System ausgewertet und die Ergebnisse miteinander 
verglichen. 
Es haben sich beim Vergleich der Ergebnisse von p53-per und –score eine gute Korrelation 
zwischen den beiden Auswertungsverfahren herausgestellt, dagegen jedoch beim Vergleich 
von Ki67-per und –score nicht. Es ist jedoch bei nur zweifachem Vergleich nicht möglich, die 
zu grunde liegende Ursache für das Auseinanderweichen der Ergebnisse im Fall von Ki67 zu 
finden und sich endgültig, auch hinsichtlich zukünftiger Untersuchungen, auf eine von beiden 
Methoden festzulegen.  
 
Das in der vorliegenden Untersuchung angewandte Verfahren der computerassistierten 
Gefäßerkennung und Bewertung hat sich in einer Vielzahl vorangegangener Studien als 
vorteilhaft erwiesen. Das CIAS (Computer assisted Image AnalySiS System) bietet neben 
dem Vorteil, dass die innerhalb der gleichen und zwischen verschiedenen Beurteilern („intra 
and inter observer variation“) entstehenden Differenzen deutlich reduziert werden. Zusätzlich 
ergibt sich der Vorteil, dass nicht wie bei der manuellen Bestimmung nur die Gefäßanzahl 
berechnet wird, auch noch die Möglichkeit diverse andere Größen zu berechnen. So ist es 
zum Beispiel möglich, Subklassen von Gefäßen zu erstellen, wie es in der Studie von Hannen 
et al 2002 gemacht wurde, und zu aufschlussreichen Ergebnissen geführt hat (Hannen EJM et 
al. 2002). 
Insgesamt ist die Auswertung über CIAS auch vom Zeitaufwand deutlich der manuellen 
überlegen.  
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Andererseits ist die CIAS-Auswertung nicht ohne weiteres in der Routinearbeit einzusetzen. 
Das CIAS-Equipment ist erstens nicht überall verfügbar und der Einsatz von ihm nicht trivial 
und er setzt eine sorgfältige Erwägung voraus, um gute Ergebnisse zu bekommen. 
Darüber hinaus benötigt Image AnalySiS einen hohen Standard in der Färbequalität, wie z.B. 
eine geringe Hintergrundfärbung, eine hohe „signal-to-noise“ Ratio und höchstens kleine 
Unterschiede in der Färbeintensität innerhalb eines und zwischen zwei verschiedenen Proben 
(Van der Laak JA et al. 2000). Diese Kombination von hohen immunhistochemischen 
Standards und Fachpersonal begrenzen den Einsatz dieser Methode auf spezialisierte, gut 
ausgestattete Zentren  (Hannen EJM et al. 2001). 
 
Als Material für die p53- und Ki67-Färbungen wurden in dieser Studie für diese Studie 
angefertigte Tissue microarrays eingesetzt. Bereits in früheren Studien wurde gezeigt, dass 
die über Tissue microarrays erhaltenen Ergebnisse in hohem Maße (86 bis 100%) mit denen 
der ganzen Schnitte übereinstimmen (Hedvat CV et al. 2002). In manchen Studien wird es 
empfohlen die Anzahl der Stanzen auf 2-3 pro Schnitt zu erhöhen, im wesentlichen um die 
Korrelation auf über 90% Übereinstimmung zu stabilisieren (Camp RL et al. 2000;  Hoos A et 
al. 2001). In dieser Studie wurden pro Schnitt minimal 1 bis maximal 5 Stanzen eingesetzt, 
von denen in den entscheidenden Tumorpräparaten (Haupttumor und Lymphknoten mit 
Metastase) durchschnittlich 2 bis 3 verwertbar waren, womit von einer ausreichend hohen 
Repräsentativität für den gesamten Tumor ausgegangen werden kann.  
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e) Wesentliche Ursache der großen Ergebnisvielfalt: 
 
Ein Vergleich unserer Ergebnisse mit denen anderer Studien, insbesondere bezüglich der 
Angiogenesefaktoren, ist durch zum Teil erheblich divergierende Methoden problematisch 
(Hannen EJM et al. 2002). 
Die methodischen Unterschiede beginnen bereits beim eingesetzten Fixationsmaterial und 
setzen sich über die Antikörperauswahl, verschiedenes Material (Biopsiematerial/ 
Schnittmaterial), unterschiedliche Tumorlokalisationen, unterschiedliche immunhisto-
chemische Protokolle, die Methodik der Auswertung (sämtliche manuelle Varianten/ über 
CIAS, Anzahl der Zellkerne/Felder, Positivitätsgrenze, Größe der Felder, Kriterien für die 
Felderauswahl, hot spot-Technik ja/nein, unterschiedliche hot spot-Techniken, 
unterschiedliche untere Grenze für die Gefäßgröße, unterschiedliche Vergrößerungen bei der 
Auswertung; etc.) fort und enden mit Differenzen in der statistischen Auswertung.  
 
Als Maß für die angiogenetische Aktivität wird in den meisten Studien die Anzahl der 
Mikrogefäße in Gewebeschnitten bzw. in Gewebeschnittanteilen gezählt und als 
Mikrogefäßdichte ausgedrückt (Vermeulen PB et al. 1996). In Karzinomen sammeln sich 
Mikrogefäße in so genannten „vascular hot spots“ an (Vermeulen PB et al. 2002). Die 
angiogenetischen hot spots sind definiert als die Gebiete mit der höchsten MVD in einem 
Gewebeschnitt, identifiziert unter geringer Vergrößerung (Weidner N et al. 1991). Das 
Aufsuchen der hot spots ist ein rein subjektiver Schritt zum einen durch die Auswahl eines 
Gebietes innerhalb des gesamten Tumorpräparates (De Jong JS et al. 1995) und zum anderen 
die Auswahl eines subjektiv definierten hot spot angiogenetischer Aktivität (Van der Laak JA 
et al. 1998). Der Vorteil ist durch die räumliche Eingrenzung des Untersuchungsfeldes wir der 
zeitliche Aufwand reduziert, andererseits wird vor allem bei heterogenen Tumoren, wie den 
Plattenepithelkarzinomen, die Reproduzierbarkeit eingeschränkt.  
Darüber hinaus setzen die Forscher unterschiedliche Vergrößerungen bei der Auswertung ein, 
es werden Linsen mit unterschiedlichen Feldgrößen verwendet und zudem die Ergebnisse auf 
unterschiedliche Weise ausgedrückt (MVD, ILVD, VC, VV, etc.). Die einen sprechen von der 
höchsten hot spot-Anzahl (Gasparini G et al. 1993), die anderen von der durchschnittlichen 
Anzahl in den gefäßreichsten Gegenden (Leedy DA et al. 1994), die nächsten von der 
durchschnittlichen Gefäßanzahl in 40 Feldern (Albo D et al. 1994), wiederum andere von der 
durchschnittlichen Anzahl aus 5 willkürlich ausgewählten Gebieten (Alcade RE et al. 1995), 
wiederum andere vom gefärbten Schnittanteil (Williams JK et al. 1994) oder von der 
Färbeintensität in drei willkürlich ausgesuchten Gebieten (Zatterstrom UK et al. 1995).  
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Darüberhinaus ist nicht klar, ob und in welchem Ausmaß regionale Unterschiede in der 
Grundgefäßversorgung die Messungen beeinflusst (Lukits J et al. 2001). Es ist aber durchaus 
vorstellbar, dass unterschiedliche anatomische Lokalisationen innerhalb der Kopf- und 
Halsregion Unterschiede in der MVD bedingen. 
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5 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Mikrogefäßanzahl und –architektur 
(CD34, CD105) hinsichtlich der Existenz (okkulter) regionaler Lymphknotenmetastasen bei 
Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinomen untersucht, unter Berücksichtigung der  
Proliferationsmarker (Ki67, EGFR) und des Tumorsuppressorgens (p53). 
CD34 reagiert als panendothelialer Antikörper nicht nur mit den neuentstandenen Gefäßen, 
sondern auch mit normalen Gefäßen, die vom Tumorgewebe umschlossen wurden. CD105-
Antikörper haben im Vergleich dazu eine große Spezifität für tumorinduzierte Gefäße. 
Eingeschlossen in die Studie wurden nach retrospektiver Auswertung der Krankenakten 47 
Patienten mit primärem Plattenepithelkarzinom der Mundhöhle- und des Oropharynx. Bei den 
Patienten wurde eine Tumorresektion und eine beidseitige cervikale Lymphadenektomie 
(Neck dissection) in kurativer Absicht durchgeführt ohne vorherige Behandlung durch 
Strahlen- oder Chemotherapie. 
Der Hauptprognosefaktor der Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinome ist das Vorhandensein 
von Lymphknotenmetastasen.
Ziel dieser Studie war es mit bereits bekannten Faktoren, das erste Mal in dieser Kombination 
und über eine Image AnalySiS–Auswertung (Ausnahme EGFR), ihr prädiktives Potential für 
Lymphknotenmetastasen und allgemein Tumorprogression zu ermitteln. 
Das Material der Paraffinblöcke wurde auf zwei verschiedene Arten verarbeitet, zur 
Herstellung ganzer Schnitte (whole sections) und zur Herstellung von Tissue Microarrays. Bei 
den immunhistochemischen Färbungen wurden für die beiden Endothelfaktoren CD34 und 
CD105 die Schnitte der ganzen Paraffinblöcke und für die drei übrigen Faktoren p53, Ki67 
und EGFR, wurden Schnitte der Multiblöcke verwendet. 
Die Bilder der abfotografierten Schnitte von CD34, CD105, p53 und Ki67 wurden über 
AnalySIS (Soft Imaging System GmbH) ausgewertet.  
Hieraus wurden mittlerer Durchmesser, Feret Mit, ECD, Area, Formfaktor, Umfang und 
Anzahl der dargestellten Gefäße und bei p53- und Ki67 die Gesamtzahl und die Zahl positiver 
Zellkerne berechnet. Die Messergebnisse wurden von AnalySiS in Exceltabellen 
zusammengestellt und diese für die weitere statistische Auswertung in Statview (SAS 
Institute Inc. • SAS Campus Drive • Cary, North Carolina 27513 • USA) überführt. 
Die p53 und Ki67 gefärbten Multiblockschnitte wurden darüber hinaus noch über ein 
semiquantitaives und EGFR ausschließlich über das semiquantitative Scoreverfahren 
ausgewertet. 
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Die folgenden Korrelationen wurden untersucht: Mittelwertvergleich der Faktoren zwischen 
den vier Lokalisationen, Abhängigkeit der untersuchten Faktoren im Tumor bzw. im 
tumorfreien Schnittrand von den T-Stadien, dem N-Status und dem Grading und die 
Abhängigkeit zwischen den untersuchten Faktoren. 
Insgesamt finden sich, berechnet durch die Darstellung der CD34-positiven Gefäße,  im 
Tumor und im Lymphknoten mit Metastase im Vergleich zum Resektionsrand und zum 
tumorfreien Lymphknoten größere und rundere Gefäße sowie eine höhere Gesamtgefäßfläche.
Die CD105-Expression ist im Primärtumorgewebe und in den Lymphknotenmetastasen 
signifikant höher als in der dem Tumor angrenzenden Schleimhaut und in den tumorfreien 
Lymphknoten, was wiederum die Aussage bestätigt, dass CD105 vor allem von den tumor-
assoziierten Gefäßen exprimiert wird. Außerdem zeigt dieses Ergebnis, dass der Tumor auch 
im Lymphknoten die Angiogenese fördert.  
Die Gegenüberstellung der Gefäße hat gezeigt, dass die tumorinduzierten Gefäße signifikant 
größer und zudem runder sind als die übrigen Gefäße. 
Bei der Untersuchung der Abhängigkeit konnten weder von der MVD(CD34) noch von der 
MVD(CD105) Rückschlüsse auf das T-Stadium und damit auf die Tumorprogression gezogen 
werden. Die Daten unterstützen lediglich die Annahme eines angiogentic Switch zwischen 
Tumoren der Größe T1 und T2. Die Vermutung, dass Tumoren mit einer besseren 
Blutversorgung gegenüber schlecht vaskularisierten Tumoren einen Wachstumsvorteil haben, 
konnte nicht bestätigt werden. 
Bei dem Vergleich der Gefäßdichte (MVD CD34/CD105) zwischen den metastasierten und 
nicht metastasierten Tumoren konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. 
Bei den übrigen Faktoren p53/Ki67/EGFR war der Vergleich zwischen der jeweiligen 
Expression und dem T-Stadium, dem Grading und dem Lymphknotenstatus für keinen Faktor 
signifikant. 
Insofern fand sich auch in dieser Studie kein prognostischer Faktor für die lymphogene 
Metastasierung oropharyngealer Plattenepithelkarzinome. 
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8 Abkürzungverzeichnis 
Αlpha (α)                        Haupttumor 
Betta (β)                           tumorfreier Resektionsrand 
CIAS                                Computer assisted Image AnalySiS System 
cT                                      durch klinische Diagnostik erstelltes T 
CT                                    Computertomographie 
Delta (δ)                            tumorfreier Lymphknoten 
D Mx                                Diameter Maximum 
D Mn                              Diameter Minimum 
D Mit                               Diameter Mittel 
DÖSAK                           Deutsch-Österreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis für Tumoren   
im Kiefer-Gesichtsbereich 
ENS                                 extranodal spread 
F Mx                                Feret Maximum  
F Mn                               Feret Minimum 
F Mit                              Feret Mittel 
Gamma (γ)                      Lymphknoten mit Metastase 
G                                      Gray 
HNO                                Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde 
HNSCC                           Head and Neck Squamous Cell Carcinoma 
HPV Humanes Papillomavirus 
LYVE-1                           Lymphgefäßmarker 
Min                                   Minimum 
Mittelw.                           Mittelwert 
Max                                  Maximum 
MRT                                Magnetresonanztomographie 
MVD  microvessel density (Mikrogefäßdichte) 
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p                                      Signifikanzniveau 
pT                                     durch histopathologische Untersuchung erstelltes T 
per                                    quantitative/rechnergestützt ermittelte Daten 
Pet                                    Positronenemissionstomographie 
r                                       Korrelation nach Pearson (Korrelationkoeffizient) 
score                                  semiquantitativ ermittelte Daten   
St-abw.                           Standardabweichung 
TNM                               Tumor, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen 
UICC                               Unio internationalis contra cancrum (internat.Union gegen Krebs)     
VEGF                              vascular endothelial growth factor      
VC                                    vessel counts (Gefäßanzahl) 
VV                                    vessel counts adjusted for tumor area                          
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